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(57) Abstract 

The invention relates to novel methods 
and devices for isolating and purifying nucleic 
acids on surfaces. The invention is directed 
at methods which use surfaces, e.g. porous 
membranes, on which the nucleic acids can 
be immobilized in a simple manner from the 
sample containing the nucleic acids, and can 
be detached again using equally simple method 
steps. The inventive simple process guidance 
makes it possible to be able to carry out the 
methods, particularly, in a completely automatic 
manner. An additional aspect of the invention is 
directed at binding nucleic acids to an immobile 
phase, particularly to a membrane, in such a 
way that they can be easily detached again from 
said phase in a successive reaction step, and 
can optionally be used in additional applications, , . t:- n »k 

such as digestion by restriction, RT. PCR or RT-PCR or in every other aforementioned suitable analysis or enzyme reaction. Finally, the 
invention is directed at special isolation vessels with which the inventive methods can be carried out. 





(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neuc Verfahren und Cerate zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren an Oberfiachen Die 
ErfindungriufVekhren gerichtet. die OberflUchen. z.B. por6se Membranen. ven^enden. an welche d,e Nuklemsauren auf emfache 
Weise aus dir die SeinsSuren enth;itenden Probe immobilisiert und mittels ebenso einfacher Verfahrensschntte weder abgelost werden 
SnL woblit ^e erfindungsgemass einfache ProzesrfOhrung enn6glicht. die Verfahren insbesondere vollautomat.sch durchfuhren zu 
Snnen Kn weiterer Aspekt der vorliegcnden Erfindung ist darauf gerichtet. Nukleinsauren an erne immob.le Phase, msbesondere an 
rMenTbran in der Art' und Weise zl binden. dass sie in ^in*^"^ f°'f "^e" ^caktio^^^^^^^ 

abEclost werden konnen und ggf. in weiteren Anwendungen - wie z.B. Restnktionsverdauung, RT PCR Oder RT-PCR oder m jedweder 
Sen Xn genannten geeigneten Analyse bzw. Enzymreaktion eingesetzt wciden konnen. Schliesslich .st die Erfindung auf spez.elle 
Isoliergefasse gerichtet. mit denen die erfindungsgemassen Verfaliren durohgefuhrt werden kdnnen. 
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Verfahren und Mittel zur Isolierung und Reinigung von 
Nukleinsauren an Oberflachen 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Verfahren und GerSte 
zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren an Oberflachen. 

Es ist seit langem bekannt, dali die genetische Herkunft und 
funktionelle Aktivitat einer Zelle durch Studien ihrer 
Nukleinsauren bestimmt und untersucht werden kann. Die Analysen 
der Nukleinsauren ermOglichen den direkten Zugriff auf die 
Ursache der Aktivitaten von Zellen. Sie sind somit indirekten, 
konventionellen Methoden, wie z.B. dem Nachweis von 
Stoffwechselprodukten, potentiell uberlegen. Daher ist fiir die 
Zukunft rait einer starken Verbreitung von Nukleinsaureanalysen 
zu rechnen. So werden molekularbioiogische Analysen bereits in 
vielen Bereichen eingesetzt, z.B. in der medizinischen und 
klinischen Diagnostik, in der Pharmazie bei der Entwicklung und 
Evaluierung von Arzneimitteln, in der Lebensmittelanalytik 
sowie bei der Oberwachung der Lebensmittelherstellung und der 
Lebensmittelkontrolle, in der Agrarwirtschaft bei der Zuchtung 
von Nutzpflanzen und Nutztieren sowie in der Umweltanalytik und 
in vielen Forschungsgebieten. Hierzu zahlen zum Beispiel die 
Vaterschaftsanalyse, Gewebetypisierungen, Identif izierung von 
Erbkrankheiten, Genomanalyse, molekulare Diagnostik wie z.B. 
bei der Identif izierung von Inf ektionskrankheiten, transgene 
Forschung, Grundlagenforschung auf dem Gebiet der Biologie und 
der Medizin sowie zahlreiche verwandte Arbeitsgebiete. 

Durch die Analyse der RNA, speziell der mRNA in Zellen, lassen 
sich die Aktivitaten von Genen direkt bestiininen. Die 
quantitative Analyse von Transkriptmustern (mRNA-Mustern) in 
Zellen durch moderne molekularbioiogische Methoden, wie z.B. 
Echtzeit-Reverse Transkriptase PGR ("Real-Time RT-PCR") oder 
Genexpressions-Chip-Analysen ermoglicht z.B. die Erkennung 
fehlerhaft expriraierter Gene, wodurch z.B. 



wo 00/24927 PCT/EP99/02664 



Stoffwechselkrankheiten, Infektionen oder die Entstehung von , 
Krebs erkannt werden konnen. Die Analyse der DNA aus Zellen 
durch molekularbiologische Methoden, wie z.B. PGR, RFLP, AFLP 
Oder Sequenzierung erraoglicht z.B. den Nachweis genetischer 
Defekte oder die Bestimmung des HLA-Typs sowie anderer 
genetischer Marker. 

Die Analyse genomischer DNA und RNA wird auch zum direkten 
Nachweis von infektiOsen Erregern, wie Viren, Bakterien usw. 
eingesetzt. 

Dabei besteht eine generelle Schwierigkeit darin, biologische 
bzw. klinische Probenmaterialien so auf zubereiten, daft die in 
ihnen enthaltenen Nukleinsauren direkt in die jeweilige 
Analysenmethode eingesetzt werden konnen. Gerade die direkte 
Verwendbarkeit bei guter Ausbeute und hoher Qualitat der 
Nukleinsauren; bei gleichzeitig hoher Reproduzierbarkeit, ist 
allerdings bei hoheren Probenzahlen wichtig, wenn die Analysen 
automatisch ablaufen sollen. 

Aus dem Stand der Technik sind bereits zahlreiche Verfahren zur 
Reinigung von DNA bekannt. So ist es bekannt, Plasmid-DNA 
beispielsweise zum Zwecke des Klonierens oder auch fUr anaere 
experimentelle Vorhaben nach dem Verfahren von Birnboim 
[Methods in Enzymology 100 (1983.), S. 243] zu reinigen. Nach 
diesem Verfahren wird ein gekUrtes Lysat bakteriellen 
Ursprungs einem Caesiumchlorid Gradienten ausgesetzt und uber 
einen Zeitraum von 4 bis 24 Stunden zentrif ugiert . Diesem 
Verfahrensschritt folgt gewohnlicherweise die Extraktion und 
die Prazipitation der DNA. Dieses Verfahren ist mit dem 
Nachteil verbunden, dali es zum einen apparativ sehr aufwendig 
und zum anderen sehr zeit- und kostenintensiv sowie nicht 
automatisierbar ist. 
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Andere Methoden, bei denen geklarte Lysate eingesetzt werden, 
urn DNA zu isolieren, sind die lonenaustauschchromatographie 
[Colpan et al., J. Chromatog. 296 (1984), S. 339] and die 
Gelfiltration [Moreau et al. Analyt. Biochem. 166 (1987), S. 
188]. Diese Verfahren bieten sich in erster Linie als Ersatz 
fur den Caesiumchlorid-Gradienten an, machen aber ein 
aufwendiges System fur die Lbsungsmittelversorgung sowie die 
Prazipitation der so gewonnenen DNA-Fraktionen erforderlich, da 
sie gewohnlicherweise Salze in hoher Konzentration enthalten 
und sehr verdUnnte LSsungen darstellen. 

Marko et al. [Analyt. Biochem. 121 (1982), S. 382] sowxe 
Vogelstein et al. [Proc. Nat. Acad. Sci. 76 (1979), S. 515] 
erkannten, dali, falls die DNA aus Nukleinsaure-enthaltenden 
Extrakten hohen Konzentrationen von Natriumiodid oder 
Natriumperchlorat ausgesetzt wird, nur die DNA an mechanisch 
fein zerkleinerten Glas-ScintiUationsrdhrchen sowie 
zerkleinerten Glasf asermembranen bzw. Glasf iberplatten bindet, 
wahrend RNA und Proteins nicht binden. Die so gebundene DNA 
kann ggfs. mit Wasser eluiert werden. 

SO wird in der WO 87/06621 die Immobilisierung von 
Nukleinsauren an einer PVDF-Membran beschrieben. Allerdings 
werden' die an die PVDF-Membran gebundenen NukleinsSuren 
anschliefiend nicht eluiert, sondern die Membran wird samt 
gebundener Nukleinsauren direkt in einen PCR-Ansatz 
eingebracht. Letztendlich wird in dieser internationalen 
Patentanmeldung und in der weiteren Literatur jedoch die Lehre 
offenbart, daB hydrophobe Oberflachen bzw. Membranen im 
allgemeinen zuvor mit Wasser oder Alkohol benetzt werden 
mussen, um die Nukleinsauren in halbwegs bef riedigenden 
Ausbeuten immobilisieren zu konnen. 

Fur eine Reihe von modernen Applikationen, wie z. B. der PGR-, 
der Reversed-Transcription-PGR, SunRise, LCR, branched-DNA, 
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NASBA TaaMan-Technologie und ahnlicher 

Echtzeitquantifizierungsverfahren fur PGR, SDA, DNA- und RNA- 
Chips und -Arrays zur Genexpressions- und Mutationsanalytik, 
differential display Analytik, RFLP, AFLP, cDNA-Synthesen, oder 
subtraktive Hybridisierung, ist es auf der anderen Seite jedoch 
absolut notwendig, die Nukleinsauren direkt von der festen 
Phase losen zu konnen. Hierzu ist der WO 87/06621 die Lehre zu 
entnehmen, da(i die Nukleinsaure zwar von den dort eingesetzten 
Membranen wiedergewonnen werden kann, dali diese Wiedergewinnung 
jedoch sehr problematisch ist und bei weitem nicht zur 
quantitativen Isolierung von Nukleinsauren geeignet ist. 
Daneben fallen die so gewonnenen Nukeinsauren m 
vergleichsweise sehr hoher Verdunnung an - ein Umstand, der 
weitere Folgeschritte zwecks Konzentrierung und Isolierung 
zwangsiaufig erforderlich macht. 

Unter Nukleinsaurenprobe im Sinne der vorliegenden Erfindung 
sollen alle walirigen oder sonstigen Losungen von Nukleinsauren 
und ebenso alle Nukleinsauren enthaltenden Materialien und 
Proben, wie biologische Proben und Materialmen, Nahrungsmittel 
etc verstanden werden. Dabei wird im Sinne der vorliegenden 
Erfindung eine Nukleinsaure enthaltende Probe oder ein Material 
durch eine Probe bzw. einen Probenansatz definiert, die bzw. 
der Nukleinsauren enthait. Unter biologisches Material bzw. 
biologischer Probe sollen dabei z. B. zellfreies 
Probenmaterial, Plasma, Korperf lUssigkeiten - wie 
beispielsweise Blut, Sputum, Urin, Faeces, Sperma, Zellen, 
serum, Leukozytenf raktionen, Crusta Phlogistica, Abstriche, 
Gewebeproben jeder Art, Gewebeteile und Organe, 
Lebensmittelproben, die freie oder gebundenen Nukleinsauren 
Oder nukleinsaurehaltige Zellen enthalten, Umweltproben, die 
freie oder gebundenen Nukleinsauren oder nukleinsaurehaltige 
zellen enthalten, Pflanzen und Pf lanzenteile, Bakterien, Viren, 
Hefen und andere Pilze, andere Eukaryoten und Prokaryoten etc., 
wie sie beispielsweise in der Europaischen Patentanmeldung Nr. 
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95909684.3 offenbart sind, auf die hiermit inhaltlich Bezug 
genommen wird - oder auch freie Nukleinsauren fallen. Unter 
Nukleinsauren fallen im Sinne der vorliegenden Erfindung alle 
maglichen Arten von Nukleinsauren, wie 2. B. RibonukleinsSuren 
(RNA) und Desoxyribonukleinsauren (DNA) in alien Langen und 
Konfigurationen, wie Doppelstrang, Einzelstrang, circular und 
linear, verzweigt etc.; monomere Nukleotide, Oligomere, 
Plasmide, virale und bakterielle DNA und RNA, sowie genomische 
Oder sonstige nichtgenomische DNA und RNA aus Tier- und 
Pflanzenzellen oder anderen Eukaryoten, tRNA, mRNA in 
prozessierter und unprozessierter Form, hn-RNA, rRNA und cDNA 
sowie alle anderen denkbaren Nukleinsauren. 

Aus den oben genannten Grunden stellen die aus dem Stand der 
Technik bekannten Verfahren - insbesondere im Hinblick auf eine 
Automatisierung des Verfahrensablauf s zur Nukleinsauregewinnung 
- keinen geeigneten Ausgangspunkt fur eine verf ahrenstechnisch 
meglichst einfache und quantitative Isoiierung von 
Nukleinsauren dar. 

Es ist daher die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, die 
Nachteile der aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren zur 
Isoiierung von Nukleinsauren zu uberwinden und Verfahren und 
Mittel zur Verfiigung zu stellen, welche dazu geeignet sind, 
ohne erheblichen technischen Auf wand durchgefahrt bzw. 
verwendet werden zu konnen. 

Gelost wird die Aufgabe erf indungsgemali durch die Verfahren 
gemali den unabhangigen Patentanspriichen 1, 9, 14, 21, 29, 30, 
und 77, dem Isoliergefaii bzw. ReaktionsgefaB gemali den 
unabhangigen Patentanspruchen 98 und 113, der Verwendung gemSIi 
den unabhangigen Patentanspruchen 82, HO, 111, und 115 sowie 
dem Automaten gemali dem unabhangigen Patentanspruch 96 und dem 
Kit gemali dem unabhangigen Patentanspruch 120. 
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Weitere vorteilhafte Aspekte und Ausgestaltungen der Erfiadung 
ergeben sich aus den abhangigen Patentanspruchen, der 
Beschreibung und den beigefugten Zeichnungen. 

Dabei ist die Erfindung auf Verfahren gerichtet, die 
Oberflachen, z.B. pordse Membranen verwenden, an welche die 
Nukleinsauren auf einfache Weise aus der die Nukleinsauren 
enthaltenden Probe i.mmobilisiert und tnittels ebenso einfacher 
Verfahrensschritte wieder abgelost werden k6nnen, wobei es die 
erfindungsgemaii einfache Prozelbf uhrung ermoglicht, die 
Verfahren insbesondere vollautomatisch durchfuhren zu konnen. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist darauf 
gerichet, Nukleinsauren an eine immobile Phase, insbesondere an 
eine Membran, in der Art und Weise zu binden, daft sie in einem 
folgenden Reaktionsschritt ohne weiteres wieder von dieser 
Phase abgelost werden k6nnen und ggf. in weiteren Anwendungen - 
wie z. B. Restriktionsverdauung, RT, PCR oder RT-PCR oder in 
jedweder anderen oben genannten geeigneten Analyse- bzw. 
Enzymreaktion eingesetzt werden kSnnen. 

Unter einer. Oberf lache wird im Sinne der vorliegenden Erfindung 
jede mikroporGse Trennschicht verstanden. Diese kann z.B. auch 
unmittelbar auf einem Untergrund aufliegen und somit nur von 
einer Seite zuganglich sein oder frei im Raum stehen. Von einer 
Membran im Sinne der vorliegenden Erfindung ist dann die Rede, 
wenn es sich um eine Trennschicht handelt, die von beiden 
Seiten zuganglich ist, als nicht mit ihrer gesamten Flache auf 
einem undurchiassigen Untergrund aufliegt, sondern ganz frex 
Oder nur an einzelnen Punkten unterstutzt ist. 

Unter Isoiierung wird im Sinne der vorliegenden Erfindung dabei 
jede Anreicherung von Nukleinsauren verstanden, bei der also 
die Konzentration der Nukleinsauren erhOht und/oder der Anteil 
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an Nichtnukleinsaure in einem Ansatz bzw. einer Probe 
verringert wird. 

Die Erfindung ist gerichtet auf ein Verfahren zur Isolierung 
von Nukleinsauren mit den folgenden Schritten: 

-Beschicken einer Membran mit zumindest einer 
Nukleinsaurenprobe; 

-imroobilisieren der Nukleinsauren an der Membran; 

-Abiasen der inunobilisierten Nukleinsauren von der Membran; und 

-Abnehmen der abgel5sten Nukleinsauren durch die Membran 

hindurch, 

wobei die Membran Nylon, Polysulfon, Polyethersulf on, 
Polycarbonat, Polyacrylat, Acrylatcopolymer, Polyurethan, 
Polyamid, Polyvinylchlorid, Polyf luorocarbonat, 

Polytetrafluorethylen, Polyvinylidendif luorid, 

Polyethylentetrafluorethylen-Copolymerisat, Polybenzxmidazole, 
Polyethylenchlorotrifluorethylen-Copolymerisat, Polyimide, 
Polyphenylensuifid, Cellulose, Cellulose-Mischester, 

Cellulosenitrat, Celluloseacetat, Polyacrylnitrxle, 

Polyacrylnitril-Copolymere, Nitrocellulose, Polypropylen 
und/oder Polyester enthalt. 

Auch andere Membranen, beispielsweise solche, die desweiteren 
in der vorliegenden Beschreibung angegeben sind, konnen fur 
dieses erfindungsgemalie Verfahren verwendet werden. 

Vorzugsweise erfolgt das Beschicken von oben und das Abnehmen 
nach unten, vorsteilbar sind jedoch auch beispielsweise 
Durchflufiverfahren, bei denen sine f lachliegende saule von der 
einen Seite mit Nukleinsaure enthaltender LOsung beschickt 
wird, welche nach Immobilisierung der Nukleinsauren an der 
Membran durch diese hindurchtritt und am anderen Ende der Saule 
abgefuhrt werden kann. 
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Vorzugsweise kann die Membran in einem Behalter, beispielsweise 
der oben erwahnten oder einer anderen Saule, mit einer 
Zufuhrung und einer Abfuhrung angeordnet sein und den gesamten 
Querschnitt des Behalters ausfullen. 

Die Membran kann beschichtet sein, wobei sie durch die 
Beschichtung hydrophob oder hydrophil gemacht sein kann. 

Bisherige Isolierungsverf ahren, gerade in Isoliersaulen, 
arbeiten mit relativ dicken Membranen bzw. Vliesen, urn eine 
vollstandige Isolierung der Nukleinsauren zu erreichen. Dies 
fuhrt jedoch dazu, dali beim Durchsaugen der Losung durch die 
Membran ein relativ groBes, sog. Totraumvolumen gegeben ist, 
namlich das Volumen der Membran, aus der die Nukleinsauren nur 
•mittels einer graiieren Msnge eines Elutionspuf f ers gewonnen 
warden konnen. Hierdurch liegen die Nukleinsauren nach der 
Elution jedoch starker verdunnt vor, was fur viele Anwendungen 
unerwunscht oder nachteilig ist. Daher verwendet eine 
bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung eine Membran, welche 
weniger als 1 mm, vorzugsweise weniger als 0,5, besonders 
bevorzugt weniger als 0,2, bespielsweise 0,1 ram dick ist. 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Isolierung 
von Nukleinsauren mit den folgenden Schritten: 

-Beschicken einer Oberfiache mit zumindest einer 
NukleinsSurenprobe ; 

-Immobilisieren der Nukleinsauren auf der OberflSche; und 
-Ablosen der immobilisierten Nukleinsauren von der Oberflache 
mit einem Elutionsmittel. 

Dieses Verfahren ist dadurch gekennzeichnet dali die Ablosung 
bei einer Temperatur durchgefuhrt wird, deren Obergrenze bei 
10 »C Oder darunter liegt und deren Untergrenze beim 
Gefrierpunkt des zum Abldsen verwendeten Elutionsmittels liegt. 
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SO dalJ das Elutionsmittel nicht einfriert. Es gilt also die 
Ungleichung 10»C >= T >= Ts,eM' ^obei T die Temperatur der 
Ablosung und em der Gefrierpunkt des Elutionsmitteis ist. Es 
hat sich namli'ch gezeigt, dali entgegen landlaufiger Meinung 
eine Ablosung der NukleinsSuren nahe dem Gefrierpunkt des 
Elutionsmitteis durchaus moglich ist. Eine seiche Elation bei 
niedriger Temperatur hat sogar den unerwarteten Vorteil, daB 
die Nukleinsauren schonender behandelt werden und die Aktivitat 
von evtl. im Ansatz noch vorhandenen Nukleasen (DNasen oder 
RNasen) nahe am Gefriepunkt praktisch zum Erliegen kommt, so 
dali die Degradierung der Nukleinsauren vermindert oder ganzlich 
unterbunden wird. 

DemgemaB sollte die Temperatur bei der Elution vorzugsweise 
noch tiefer liegen, beispielsweise unter 5°C liegt. Die 
Untergrenze kann auch bei O'C oder -5°C liegen, wenn der Ansatz 
aufgrund seines lonengehalts bei dieser Temperatur noch flUssig 
ist. Auch die Obergrenze der Temperatur^ sollte moglichst 
niedrig liegen, so beispielsweise bei etwa 5*C. 

Dieses erf indungsgemalie Verfahren erfordert mithin eine Kuhlung 
des Elutionspuffers und kann eine Kuhlung der weiteren 
verwendeten LSsungen und ggfs. auch des IsoliergefSsses 
erfordern. Da gerade bei im Freiland durchgefuhrten 
Untersuchungen wie dem Screening von Personen m 
Entwicklungslandern, eine Kuhlung nicht immer zuverlassxg 
gewahrleistet werden kann, ist die vorliegende Erfindung 
desweiteren auf ein Isoliergef ali gerichtet, welches unabhangig 
von einer externen Kuhlung eine Nukleinsaureisolierung bei 
niedrigen Temperaturen ermdglicht. 

Daher ist die Erfindung weiterhin gerichtet auf ein 
isoliergefafi zur Isolierung von Nukleinsauren mit zumindest 
einem Oberteil mit einer oberen Offnung, einer unteren Offnung 
und einer Membran, die an der unteren Offnung angeordnet ist 
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und den gesamten Querschnitt des Oberteiis ausfullt; einem 
Unterteil mit einem absorbierenden Material; und einem das 
Oberteil zumindest im Bereich der Membran umgebenden Mantel zur 
Aufnahme eines Kuhlmittels. Der das Kuhlmittel enthaltende 
Mantel ermOglicht die KUhlung der Membran und der auf die 
Membran aufgegebenen Losungen wie des Lysates, der Waschpuffer 
und des Elutionspuffers, auf niedrige Temperaturen, so dali die 
abschlieliende Elution zuverlassig im gewunschten 
Temperaturbereich nahe dem Gefrierpunkt des Elutionspuf f ers 
erfoigen kann. 

Bei einer Ausf uhrungsform dieses Isoliergef Ssses weist der 
Mantel zwei Kompartimente auf, die voneinander durch eine 
mechanisch zerstorbare Trennwand getrennt sind, wobei jedes der 
Kompartimente eine L6sung enthalt und bei Mischung der beiden 
Lbsungen nach ZerstOrung der Trennwand das Kuhlmittel entsteht. 
Die Trennwand kann durch den Experimentator zerstdrt werden, 
indem er beispielsweise an ^rorgesehenen Stellen gegen die 
Aussenwand des Mantels druckt und dadurch die Trennwand zum 
Zerreissen bringt. Geeignete Losungen zur FUllung der 
Komoartimente sind Fachleuten auf dem Gebiet der chemischen 
Kuhltechnik geiaufig. Diese konnen an die gewtinschten 
Temperaturen und an die bei Verwendung des Isoliergef asses zu- 
erwartenden Aussentemperaturen angepasst werden. 

Bei der Gewinnung von Nukleins^uren aus biologischen Proben, 
wie beispielsweise den oben angegebenen Proben, ist es haufig 
ndtig, Zellen oder Sekrete zunachst zu lysieren, urn an die 
Nukleinsauren gelangen zu konnen. Die so hergestellten Lysate 
kSnnen neben den Nukleinsauren auch grolie Mengen an 
unerwUnschten Stoffen enthalten, wie z.B. Proteine oder Fette. 
Wenn die Menge an solchen Stoffen in einem Lysat zu groli ist, 
kann es beim Beschicken der Membran zu deren Verstopfung 
kommen, was die Effizienz der Nukleinsaurenisolierung 
herabsetzt und die Durchgangigkeit der Membran beim Waschen 
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oder.bei der Elution vermindert. Um diesen unerwunschten Effekt 
zu vermeiden, ist die Erfindung daher auch auf ein Verfahren 
gerichtet, bei dem unerwunschte Stoffe entfernt weraen, bevor 
sie auf die Membran gelangen. 

Dieses erf indungsgemalie Verfahren zur Isoiierung von 
NukleinsSuren umfasst fclgende Schritten: 

-Einstellen zumindest einer NukleinsSureprobe auf 
Bindebedingungen, die eine Inunobilisierung von in der zumindest 
einen Nukleinsaureprobe enthaltenen Nukleinsauren an eine 
Oberflache erlaubt; 

-Beschicken der Oberflache mit der zumindest einen 
Nukleinsaureprobe; und 

-Immobilisieren der Nukleinsauren auf der Oberflache, 

dadurch gekennzeichnet, dali vor und/oder nach dem Einstellen 
der Bindebedingungen eine Vorreinigung erfolgt. 

Die Vorreinigung kann beispielsweise durch Aussalzen oder durch 
Filtrieren, Zentrif ugation, enzymatische Behandlung, 
Temperatureinwirkung, Fallung, und/oder Extraktion der 
Nukleinsaure-Losung und/oder das Binden von Kontaminanten der 
Nukleinsaure-LSsung an Oberfiachen erfolgen. Die Vorreinigung 
kann ebensb erfolgen durch ein mechanisches Zerhacken oder 
Homogenisieren der Nukleinsaure-LOsung, wenn es sich 
beispielsweise um das Lysat einer biologischen Probe handelt. 

Die eingestellten Bindebedingungen konnen dabei eine 
Immobilisierung von RNA und/oder von DNA ermoglichen. 

Eine Vorreinigung kann besonders dann notig sein, wenn die 
Isoiierung von biologischen Proben mit starken Verunreinigunen 
vorgenommen wird. Die biologische Probe kann jedes denkbare 
Material sein, dali entweder unmittelbar verwendet wird oder 
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wiederum gewonnen werden kann aus einer anderen biologischen 
Probe. Beispielsweise konnen dies sein Blut, Sputum, Urm, 
Faeces, Sperma, Zellen, Serum, Leukozytenf raktionen, Crusta 
Phlogistica, Abstriche, Gewebeproben, Pflanzen, Bakterien, 
Pilze, Viren und Hefen sowie alle anderen, oben erwShnten Arten 
von biologischen Proben. 

Besonders vorteilhaft kann das erf indungsgemalie Verfahren 
naturlich eingesetzt werden, wenn die biologische Probe einen 
hohen Anteil unerwunschter Substanzen enthalt. 

Nach der Immobilisierung der NukleinsSuren aus der 
vorgereinigten Nukleinsaureprobe konnen sich die tibUchen 
Isolierschritte anschliessen, also: 

-Abiosen der immobilisierten Nukleinsauren von der Oberflache; 
und 

-Abnehmen der abgelOsten Nukleinsauren von der Oberflache. 

E^n besonderer Vorteil der erf indungsgemaaen Isolierverf ahren 
liegt darin, dafi diese mit chemischen Reaktionen verbunden 
werden konnen, denen die Nukleinsauren direkt an der Oberflache 
unterworfen werden. Eine Vielzahl von Analysetechniken fUr 
Nukleinsauren kann somit bei den an der Oberflache isolierten 
Nukleinsauren angewendet werden, Hierbei ist es moglich, die 
Nukleinsauren vor der Reaktion wieder von der Oberflache 
abzul5sen, urn ihre freie Zuganglichkeit zu gewahrleisten . 
Alternativ kann jedoch eine geeignete Reaktion auch an 
Nukleinsauren vorgenommen werden, die direkt an der Oberflache 
angebunden sind. 

Demgemali ist die Erfindung in einem Aspekt gerichtet auf ein 
verfahren mit Vorreinigung, wie oben skizziert, welches dadurch 
gekennzeichnet ist, dali nach dem Abloseschritt vorzugsweise 
zumindest einmal folgender Schritt durchgefuhrt wird: 
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-Durchfuhren zumindest einer chemischen Reaktion an den 
Nukleinsauren. 

Ein besonderer Vorteil dieses Verfahrens iiegt darin, dali vor 
der chemischen Reaktion kein verlustbehaf tetes Umfullen aus dem 
Isoliergefafi in ein Reaktionsgef aft erfolgen muii, sondern 
Isolierung und Reaktion im selben GefaB stattfinden k5nnen. 

In einem weiteren, von einer Vorreinigung unabhangigen Aspekt 
ist die Erfindung gerichtet auf ein Verfahren zur DurchfUhrung 
einer Nukleinsauren-Amplif ikationsreaktion mit den folgenden 
Schritten: 

-Beschicken einer Oberfiache mit zumindest einer 
Nukleinsaurenprobe ; 

-immobilisieren der Nukleinsauren auf der Oberflache; und 
-Durchfuhren einer Amplif ikations-Reaktion mit den 
Nukleinsauren. 

Gerade bei den geringen Mengen an Material, rait denen bei 
Amplifikationsreaktionen ublicherweise gearbeitet wird Oder 
werden muIi, ist es uberaus vorteilhaft, wenn der gesamte Ansatz 
an Nukleinsauren ohne Uraf ullverluste in die Reaktion eingesetzt 
werden kanh. Dies ist besonders auch far eine Automation von 
vorteil, da alle Vorgange in einem GefSfi durchgefuhrt werden 
konnen. Zudem wird die anfallende Abfallmenge verringert und 
das Verfahren schneller und kostengunstiger . 

Die Amplifikations-Reaktion kann dabei eine isothermale oder 
eine nicht-isothermale Reaktion sein. 

Die Amplifikations-Reaktion kann dabei beispielsweise eine SDA- 
Reaktion ("strand displacement amplification"), eine PGR, RT- 
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PGR, LCR Oder eine TMA oder eine Rolling Circle Amplification 



sem. 



Auch eine NASBA Amplif ikation-Reaktion ist mit diesem 
erf indungsgeraalien Verfahren moglich. 

Vor dem Durchfuhren der Amplif ikations-Reaktion k5nnen die 
Nukieinsauren tait einem Reaktionspuf f er von der Oberflache 
abgelost werden, wobei sich das Eluat auf oder in der Membran 
befindet. Alternativ kann die Amplif ikations-Reaktion in einem 
Reaktionspuffer durchgefuhrt werden, der nicht zu einer 
Ablosung der Nukieinsauren von der Oberflache fuhrt. 

Dieses Verfahren weist vorzugsweise die weiteren Schritte auf: 

-ggfs. Ablosen der Reaktionsprodukte von der Oberflache (sofern 
diese wahrend der Reaktion noch gebunden waren) ; und 
-Abnehmen der abgelosten Reaktionsprodukte von der Oberflache. 

Ein weiterer Aspekt beinhaltet ein Verfahren zur Durchfuhrung 
von chemischen Reaktionen an Nukieinsauren mit den folgenden 
Schritten: 

-Beschicken einer Oberflache mit zumindest einer 
NukleinsSurenprobe; 

-Immobilisieren der Nukieinsauren an der Oberflache; 
-Abl5sen der immobilisierten Nukieinsauren von der Oberflache; 
-Durchfuhren zumindest einer chemischen Reaktion an den 
Nukieinsauren; und 

-Abnehmen der Nukieinsauren von der Oberflache ohne vorherige 
Immobilisierung. 

Bei diesem Verfahren werden die Nukieinsauren nach der 
chemischen Reaktion nicht mehr an die Membran gebunden 
(immobilisiert), sondern ohne Bindung abgenommen. Die 
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Einsparung eines solchen zusatzlichen Schrittes kann zwar die 
Reinheit des abgenommenen Ansatzes verschlechtern, ist jedoch 
aufgrund der Zeitersparnis bei zeitkritischen Anwendungen und 
auch aufgrund der Vereinf achung in bestimmten Anwendungsf ormen 
zu bevorzugen. Eine breite Auswahl an chemischen Reaktionen 
steht durch das erf indungsgemSBe Verfahren zur Verfugung. Unter 
"chemischer Reaktion" im Sinne der Erfindung soil hierbei jede 
wechselwirkung der Nukleinsauren mit weiteren Substanzen 
verstanden werden (auBer mit der Oberfiache, da diese 
"Reaktion" bei alien hier geschilderten Verfahren auftritt) , 
also enzymatische Modif ikationen, Hybridisierung mit Sonden, 
chemische Sequenzierreaktionen, pH-Wert-VerSnderungen, 

beispielsweise zur basischen Depurinierung von RNA und sauren 
Depurinierung von DNA, sowie Antikorperbindungen und 
Proteinanlagerungen. Generell ist jede Reaktion, sei sie auf 
das Andern von kovalenten Bindungen oder Wasserstof fbrucken- 
Bindungen ausgerichtet, miterfasst. 

Ein Vorteil des erf indungsgemalien Verfahrens ist in der 
permanenten, raumlichen Zusammenf uhrung eines Voluir.enraumes, m 
dem unterschiedlichste VorgSnge stattfinden konnen, und emer 
Membran, an der Nukleinsauren binden konnen, zu sehen. Diese 
ZusammenfUhrung gestattet in einfachster Weise eine 
Manipulation der Nukleinsauren mit einer unmittelbar 
anschlielieriden Membranbindung.- Dies ist besonders fur 
automatisierte Verfahren von groBem Vorteil. Nach Bindung an 
die Membran stehen die Nukleinsauren fur 

Weiterbehandlungsschritte zur Verfugung, beispielsweise - wie 
oben dargestellt - fur die Isolierung mSglichst remer 
Nukleinsauren oder fur das Durchfuhren chemischer Reaktionen 
mit den Nukleinsauren. In einem weiteren Aspekt der Erfindung 
ist es allerdings auch moglich, die noch an die Membran 
gebundenen Nukleinsauren unmittelbar einer weiteren Analyse zu 
unterwerfen, urn bestimmte Eigenschaf ten der Nukleinsauren zu 
bestimmen. 
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Daher ist die Erfindung weiterhin gerichtet auf ein Verfahren 
Nukieinsaureanalyse in einem Isoliergef ali mit folgenden 



zur 
Schritten 



darin 



-Bereitstellen eines Isoliergefasses mit einer 
angeordneten Membran; 

-Beschicken des Isoliergefasses mit zumindest einer 
Nukleinsaurenprobe; 

-Irmtiobilisieren der Nukleinsauren auf der Membran, 
-Hindurchfuhren der flussigen Bestandteile der Probe durch die 
Membran; und 

-Analysieren von zumindest einer Eigenschaft der Nukleinsauren 
auf der im Isoliergef Sfi angeordneten Membran. 

Nach dem Hindurchfuhren der flussigen Bestandteile kann in 
einer weiteren Ausf uhrungsform zumindest eine chemische 
Reaktion, wie oben dargestellt, an den Nukleinsauren 
durchgefuhrt wird. Diese kann z.B. dazu dienen, die sich 
anschliessende Analyse der Nukleinsauren erst zu ermSglichen. 
Beispiele fur Reaktionen in diesem Sinne sind das Hybridisieren 
von Sonden, das radioaktive Markieren der an die Membran 
gebundenen Nukleinsauren oder das Binden spezifischer 
AntikSrper. Auch Hilf sreaktionen wie das Farben von 
Nukleinsauren, beispielsweise mit interkalierenden Substanzen 
wie Ethidiumbromid, soli als chemische Reaktion verstanden 
werden. 

Verschiedene Eigenschaf ten der Nukleinsauren stehen einer 
membrangebundenen Analyse offen und sind bereits fUr 
konventionelle Membranen ohne ein kombiniertes ReaktionsgefaB 
beschrieben worden. Einige der analysierbaren Eigenschaf ten 
sind die Radioaktivitat der Nukleinsauren oder ihr 
Bindevermogen far Molekule, wobei die Molekule beispielsweise 
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Antikorper, Nukleinsaure-bindende oder an Nukleinsauren 
bindende Farbstof fmolekule oder Proteine sein konnen. 

Dieses Verfahren stellt eine maftgebliche Vereinfachung der 
Analyse von Nukleinsauren dar, da eine Manipulation der freien 
Membran nicht mehr n6tig ist. Diese ist vielmehr im 
Isoliergef ali angeordnet. 

Auch eine irreversible Bindung der Nukleinsauren an die 
Membran, beispielsweise fur anschlieliende Analyseschritte, wird 
vom Rahmen der vorliegenden Erfindung umfasst. Die dauerhafte 
Oder irreversible Bindung ermoglicht die Manipulation der 
Membran und der daran gebundenen Nukleinsauren in einem Mafie, 
denen reversibel gebundene Nukleinsauren nicht offenstehen. 

In einem weiteren Aspekt ist die Erfindung auf die quantitative 
Prazipitation von Nukleinsauren gerichtet. 

Bei vorbekannten, auf Anionenautauscherchromatographie 
basierenden Methoden zur Plasmid-DNA Aufreinigung von 100 pg 
und mehr (im folgenden als "GroBmalistab" bezeichnet) wird, im 
letzten Schritt, die Plasmid DNA in einem Hochsalzpuf f er von 
der saule eluiert. Um die Plasmid DNA zum einen vom Salz zu 
trennen und sie zum anderen zu konzentrieren, wird sie mit 
Hilfe von "Alkoholen (z.B. Isopropanol) prSzipitiert und in 
einem geeigneten GefaB abzentrifugiert . Das erhaltene 
Zentrifugationspellet wird mit 70%igem Ethanol gewaschen, um 
restliche Spuren von Salz zu entfernen, und dann nochmals einer 
Zentrifugation unterzogen. Das Pellet dieser zweiten 
Zentrifugation wird typischerweise in einer geringen Menge 
Niedrigsalzpuffer gelGst und die Plasmid-DNA in dieser Form 
weiterverwendet . 

In Stand der Technik sind zudem Verfahren vorgeschlagen worden, 
die DNA durch Zugabe von chaotropen Salzen in den 
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Hochsalzpuffer in eine Form zu uberfuhren, die an 
Silikamembranen bindet. Nach einem entsprechenden Waschschritt 
kann die DNA durch einen Niedrigsalzpuf f er wieder von der 
Membran gelost werden. 

In einer Verof f entlichung (Ruppert, A. et al. , Analytical 
Biochemistry (1995), 230: 130-134) wird eine ahnliche Anwendung 
beschrieben, bei der im Kleinmafistab (Isolierung von weniger 
als 100 pg Plasmid-DNA) eine Isopropanol gefailte DNA an PVDF- 
Membranen einer Porengr5lie von kleiner als 0,2 pm bindet, 
daraufhin mit Ethanol gewaschen und anschlieliend mit TE (Tris- 
EDTA) eluiert wird. Es existiert jedoch keine Beschreibung 
einer derartigen Methode im GrolbmaRstab. 

Die beschriebene FSllung von DNA mit anschlieliender 
Zentrifugation ist extrem zeitaufwendig (etwa 1 Stunde) , zudem 
ist der Einsatz von Zentrifugen notwendig. Neben dem hohen 
zeitaufwand fur diese Prozedur, ist der beschriebene letzte 
Schritt der Plasmidpraparation besonders f ehleranfallig. Em 
teilweiser oder kompletter Verlust des DNA-Pellets tritt auch 
hin und wieder auf. Eine entscheidende Rolle scheint hierbex 
auch die Art (Material) des verwendeten Zentrifugationsgefafies 
ZU spielen. 

Die ebenfalls beschriebene Anwendung von chaotropen Salzen und 
anschlieBender Bindung der Nukleinsauren an Silikamembranen ist 
ebenfalls zeitaufwendig, zudem besteht durch das Einbringen 
chaotroper Salze in die Preparation die Gefahr einer 
Kontamination der letztlich isolierten DNA. 

Die beschriebene Filtration alkoholischer Prazipitate im 
Kleinmalistab besitzt den Nachteil, daiS sie nicht linear auf den 
Grolimalistab ubertragbar ist. Im Stand der Technik eingesetzte 
Membranen erlauben nur die Isolierung kleiner Mengen an 
Nukleinsauren, da sich die Membranen rasch mit Nukleinsauren 



wo 00/24927 PCT/EP99/02664 

19 



sattigen and nichts mehr aufnehmen. Beim Entfernen des 
Pr.zpitatpuffers and bei. Waschen geht daher h.ufig Y^^^ 
Teil der Nukleinsauren wieder verloren. Um diesen Verlus 
vermeiden, ist die Erfindung auch gerichtet auf ein Verfahren 
zur Fallung von Nukleinsauren mit den folgenden Schritten 

-Bereitsteilen eines Isoliergef asses mit zumindest einer darin 
anqeordneten Membran; 

-Beschicken des Isoliergef asses mit einer Nukleinsaurenprobe 
-Prazipitation der in der Probe enthaltenen Nukleinsauren mxt 
Alkohol, so da. sich die Nukleinsauren an die zumindest exne 
Membran binden. Das Verfahren ist dadurch ^^^^^^^f ^^^'^ "^/^ 
die Porengr5fte der zumindest einen Membran grolier oder gleich 
0,2 Mikrometer betragt. 

MS Al.ohole .onunen £0. die Durchfahrun, d.s """^-^J'T"/,:: 
ve^fahrens ^unachst alle HydroxyXderivat. vcn ^^^P^^"/*^^ 
Oder aoycllsohen gesattigten ode. ungesatt.gten 
Kohlenuasserstoffen in Betracht. 

0„t« den vorgenanntan Hydroxylverbindungen werden die C1-C5- 
Mkanole - wie Methanol, Ethanol, n-Propanol, n-Butanol, tert. 
B anoi. n-Pentanol oder «ischun,en derer be.orzugt. Besonders 
bevorzuit wird Isopropanol zur ourcMUhrung des 
erfindungsgemallen Verfahrens veruendet. 

Dabel kann der Al.ohol vor Oder nach dem Be.chicken des 
isoliergefasses mit der NaUelnsaure enthalt.nden Losung mit 
dieser L5sung ge.ischt werden. Das ™^ 
Kuueinssure enthaltender Lasung zu AUohol, 
isoprooanol, betr.gt vorzugsweise 2:1 bis 1:1, besonders 
bevorzugt 1,67:1 bis 1:1 und beispielsweise 1,43:1. 
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Die Flache der Membran ist vorzugsweise so gewahit, dali die 
gesamten in der Losung enthaltenden Nukleinsauren an die 
Membran binden konnen. 

Die Erfindung ist auch gerichtet auf die Verwendung von 
Membranen mit einer Porengrolie von grolier oder gleich 0,2 ]im 
zur Bindung von Alkohol-gef aliten Nukleinsauren, die DNA 
und/oder RNA sein kSnnen. 

Als besonders vorteilhaft wird die Verwendung eines 0,4 5 vin» 
Celluloseacetat- bzw. Cellulosenitratf ilters bzw. die 

Verwendung mehrer Lagen von 0,65 m Celluloseacetat- oder 
Cellulosenitratfilter angesehen. Die Prozedur ist sowohl als 
Vakuumfiltration, als auch als Druckf iltration anwendbar. 

Das erfindungsgemalie Verfahren ermoglicht eine zeitsparende 
Oberfuhrung von Nukleinsauren aus einem Hochsalzpuf f ersystem in 
ein Niedrigsalzpuffersystem, die ohne grolien apparativen 
Auf wand m5glich ist. Sie ist als Ersatz fur die klassische 
alkoholische Fallung von DNA aus einem Hochsalzpuf fer geeignet, 
die typischerweise mit Hilfe von Zentrifugationsschritten 
durchgefahrt wird. Durch den hohen Wirkungsgrad der Methode 
(geringer Ausbeuteverlust) ist sie insbesondere fur den 
praparativen Grolimalistab geeignet. Weiterhin werden durch das 
erfindungsgemalie Verfahren keine Fremdsubstanzen in die bereits 
aufgereinigte Nukleinsauren eingefuhrt. Zudem ist die 
Fehleranfalligkeit gegenaber der klassischen Methode geringer 
(Verlust des Zentrif ugationssediments wShrend des Waschschritts 
ist hier nicht mOglich) . 

Vorzugsweise erfolgt bei den verschiedenen, oben erlauterten 
Verfahren das Beschicken von oben. Grundsatzlich stehen 
verschiedenste Methoden zur Verfugung, die verschiedenen 
L5sungen, also nukleinsSiurehaltiger Immobilisierungspuf f er , 
Waschpuffer, Eluat, .etc, durch die Membranen hindurchzufUhren. 
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Es kOnnen dies sein Gravitation, Zentrif ugation, Vakuum, 
aberdruck (auf der Beschickungsseite) , und Kapillarkraf te. 

Zwischen dem Immobilisierungs- und dem AblOseschritt kann ein 
Waschen der immobilisierten Nukleinsauren mit zumindest einem 
Waschpuffer erfolgen. Das Waschen umfasst fur jeden Waschpuffer 
vorzugsweise folgende Schritte: 

Aufbringen einer vorbestimmten Menge an Waschpuffer auf 

die Oberfiache, und 

Hindurchfuhren des Waschpuffers durch die Oberfiache. 

Das Beschicken und Immobilisieren der Nukleinsauren kann 
wiederum folgende Schritte umfassen: 

Mischen der NukleinsSurenprobe mit einem 

Immobilisierungspuf fer, 

Beschicken der Nukleinsaurenprobe mit dem 

Immobilisierungspuffer auf die Oberfiache, und 

Hindurchfuhren der fussigen Bestandteile durch die 
Oberfiache in im wesentlichen der Richtung der Beschickung. 

Die Verfahren weisen den grolben Vorteil auf, leicht 
automatisierbar zu sein, so da(i zumindest einer der Schritte 
durch einen Automaten vollautomatisch durchgefUhrt werden kann. 
Ebenso ist es moglich, daB alle Schritte der Verfahren durch 
einen Autontaten in gesteuerter Abfolge durchgefUhrt werden. 

Speziell in diesen Fallen, aber auch bei manueller Bearbeitung 
ist es moglich, dali eine Mehrzahl von Nukleinsauren 
gleichzeitig der Isolierung unterworfen werden. Beispielsweise 
konnen Multi-Isoliergefasse in der Form marktUblicher "Multi- 
Well"-Gefasse mit 8, 12, 24, 48, 96 oder mehr einzelnen 
Isoliervertiefungen verwendet werden. 

Das Abnehmen der Nukleinsauren kann in zwei grundsatzlich 
verschiedene Richtungen erfolgen. Zum einen ist es moglich, die 
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abgenon^aenen (eluierte) Nukleinsauren durch die Membran 
durchzuschleusen (hindurchzuf uhren) and nach der Seite der 
Membran abzunehmen, die gegenuber der Seite liegt, auf welche 
die Nukleinsaure-haltige Losung bzw. das Lysat zugegeben wurde. 
in diesem Fall wird die Nukleinsaure in Richtung der Zugabe 
durch die Membran hindurch abgenommen. Die andere MOglichkeit 
besteht darin, die NukleinsSuren von der Membran bzw. der 
Oberflache auf der Seite der Zugabe abzunehmen. Die Abnahme 
erfolgt dann in Gegenrichtung der Zugabe Oder "zur selben 
Richtung hin", in der zugegeben wurde; also auf der Seite der 
zugabe. In diesem Fall mUssen die Nukleins^uren die Membran 
also nicht passieren. Bei einigen der erf indungsgemSlien 
Verfahren erfolgt das Abnehmen der Nukleinsauren stets durch 
die Membran hindurch in Richtung der Zugabe. Falls ein 
verfahren mit einer Oberflache durchgefuhrt wird, die einem 
nicht fliissigkeitsdurchlassigem Untergrund, beispielsweise 
einer Kunststof fwandung aufliegt, kann die Abnahme naturlich 
nur in Richtung auf die Richtung der Zugabe hin (also in 
Gegenrichtung) erfolgen. Bei einigen Verfahren ist jedoch eme 
Abnahme in beiden Richtungen mOglich. 

Werden die Nukleinsauren von der Oberflache im wesentlichen in 
Gegenrichtung der Richtung eluiert (abgelost) , in der sie 
aufgetragen und immobilisiert worden ist, so ist unter 
"derselben • Richtung" dabei im Grunde genommen jede Richtung 
unter einem Winkel von kleiner oder gleich 180°, bezogen auf 
die Richtung der Zugabe, zu verstehen, so dalb bei der Eluierung 
die Nukleinsauren jedenfalls nicht die Oberflache, 
beispielsweise eine Membran, durchdringen, sondern m 
Gegenrichtung der Beschickungsrichtung von der Oberflache 
entfernt werden, in der sie auf die Oberflache aufgebracht 
worden sind. In bevorzugten Ausf Uhrungsformen werden 
demgegenaber die anderen Puffer, also derjenige Puffer, in dem 
sich die Nukleinsauren beim Beschicken befinden, und ggfs. ein 
Waschpuffer, durch die Oberflache durchgesaugt oder sonstwie 
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transferiert. Wenn die Isolierung an einer in einem GefSfi 
befindlichen Membran erfolgt, wobei die Membran den gesamten 
Querschnitt des Gefasses ausfulit, ist die bevorzugte 
Beschickung von oben. Der Abnahmeschritt erfolgt in diesem Fall 
wiederum nach oben. Fig. 2 zeigt beispielsweise ein 
trichterformiges Isoliergef ass , das von oben beschickt wird una 
bei dem die Abnahme der Nukleinsauren nach oben erfolgt. 

Es versteht sich jedoch, daft auch bei Abnahme in Gegenrichtung 
der Zugabe andere Anordnungen denkbar sind, so z. B. erne 
Abnahme der Nukleinsauren von unten. Es ist beispielsweise 
vorstellbar, dafi ein Nukleinsauren enthaltender Puffer wie ein 
Lysatpuffer mittels einer Saugvorrichtung aus einem 
Reaktionsgefaft unmittelbar in ein Isoliergefaft gesaugt wird, so 
daft sich die Nukleinsauren an die Unterseite einer Membran in 
dem Isoliergef ali binden. In einem solchen Fall konnte die 
Abnahme der Nukleinsauren von der Oberfiache dadurch erfolgen, 
daft ein Elutionspuf f er von unten aufgesaugt wird und nach 
Ablosen der Nukleinsauren wiederum nach unten in ein Gefass 
abgelassen wird. Hierbei erfolgt also die Abnahme der 
Nukleinsauren nach unten. 

Auch eine seitliche Abnahme der Nukleinsauren ist mOglich, 
beispielsweise wenn eine f lachliegende Saule mit einer darin 
angeordnetdn Membran im Durchf luftverf ahren mit einem Lysat 
beschickt wird und im Anschluft die liegende Saule auf der Seite 
der Membran, an der die Nukleinsauren binden, mit Eluierpuffer 
gespult wird. 

Ein Beispiel fur den maximal mdglichen Winkel von 180" ist eine 
Schrage mit einer zur Bindung von Nukleinsauren geeigneten 
Oberfiache, uber welche die verschiedenen Losungen bzw. Puffer 
herabflieften. Wie alle Puffer, kommt auch der Eluierpuffer von 
einer Seite und flieftt zur anderen Seite ab. In diesem Fall 
bilden Einstrdmrichtung des Puffers und Abstromrichtung des 
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Puffers mit den darin auf genommenen Nukleinsauren einen Winkel 
von 180% die Abnahme erfolgt jedoch iimer noch auf derselben 
Seite der Oberflache wie die Immobilisierung . 

Nach den erf indungsgemafien Verfahren niirnnt man die oben 
beschriebene, Nukleinsauren enthaltende Probe in einer Losung 
auf die geeignete Salze und/oder Alkohol(e) enthSlt, schlieBt 
anschliessend ggf. den Ansatz auf und fuhrt die so erhaltene 
Mischung mittels eines Vakuums, auf dem Wage emer 
Zentrifugation, mittels Uberdruck, durch Kapillarkraf te oder 
durch andere geeignete Verfahren durch eine por6se Oberflache 
hindurch, wobei die Nukleinsauren an der Oberflache 
iinmobilisiert werden. 

Als Salze fUr das Immobilisieren von Nukleinsauren an 
Membranen oder anderen Oberflachen und/oder fur die Lyse von 
Nukleinsaureproben kommen Salze von Metallkationen, wie Alkali- 
oder Erdalkalimetallen, mit MineralsSuren in Frage; 
insbesondere Alkali- oder Erdalkalihalogenide bzw. -sulfate 
Oder -phosphate, worunter die Halogenide des Natriums, Lithiums 
Oder Kaliums oder Magnesiumsulf at besonders bevorzugt werden. 
Auch andere Metallkationen, beispielsweise Mn, Cu, Cs oder Al, 
Oder das Ammoniumkation konnen verwendet werden, bevorzugt als 
Salze von Mineralsauren. 

Ferner sind zur Durchfuhrung des erf indungsgemaflen Verfahrens 
Salze von ein- oder mehrbasigen oder auch polyfunktionellen 
organischen SSuren mit Alkali- oder Erdalkalimetallen geeignet. 
Darunter fallen insbesondere Salze des Natriums, des Kaliums 
Oder des Magnesiums mit organischen Dicarbonsauren - wie z. B. 
Oxal- Malon- oder Bernsteinsaure - oder mit Hydroxy- bzw. 
Polyhydroxycarbonsauren - wie z . B. bevorzugterweise mit 
Zitronens^ure. 
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Die oben angegebenen Substanzen zur Immobilisierung der 
Nukleinsauren auf den Oberflachen und/oder zur Lyse von 
Nukleinsaureproben konnen dabei einzeln Oder auch in Mischungen 
verwendet werden, wenn sich diese als fur bestimmte Anwendungen 
geeigneter erweisen. 

Als besonders zweckmalJig hat sich dabei der Einsatz von sog. 
chaotropen Agenzien herausgestellt . Chaotrope Substanzen sind 
in der Lage, die dreidimensionale Struktur der 
Wasserstoffbrtickenbindungen zu stSren. Hierdurch werden auch 
die intramolekularen Bindungskrafte geschwacht, die bei der 
Ausbildung der raumlichen Strukturen, wie z. B. Primar-, 
Sekundar-, Tertiar- Oder Quartarstrukturen, bei biologischen 
Molekalen beteiligt sind. Geeignete chaotrope Agenzien sind dem 
Fachmann aus dem Stand der Technik hinlanglich bekannt [Rompp, 
Lexikon der Biotechnologie, Herausgeber H. Deliweg, R.D. Schmid 
u. W.E. Fromm, Thieme Verlag, Stuttgart 1992]. 

Als bevorzugte chaotrope Substanzen gelten gemafi der 
vorliegenden Erfindung beispielsweise Salze aus der Gruppe der 
Trichloracetate, Thiocyanate, Perchlorate, Iodide oder 
Guanidinium-Hydrochlorid und Harnstoff. 

Die chaotropen Substanzen werden dabei in 0,01 bis 10 molarer 
wasseriger L5sung, bevorzugt in 0,1 bis 7 molarer wasserxger 
LOsung und besonders bevorzugt in 0,2 bis 5 molarer wasserxger 
L5sung eingesetzt. Hierbei k5nnen die vorbezeichneten 
chaotropen Agenzien allein oder in Kombinationen verwendet 
werden. Insbesondere werden 0,01 bis 10 molare wSsserxge 
Losungen, bevorzugt 0,1 bis 7 molare wasserige LSsungen und 
besonders bevorzugt in 0,2 bis 5 molare wSsserige LOsungen von 
•Natriumperchlorat, Guanidinium-Hydrochlorid, Guanidinium-iso- 
thiocyanat, Natriumiodid und/oder Kaiiumiodid eingesetzt. 
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Die in den erf indungsgemalien Verfahren zur Lyse, zur Bindung, 
zum Waschen und/oder zur Elution eingesetzten Salzlosungen sind 
vorzugsweise gepuffert. Als Puf f ersubstanzen kommen alle 
geeigneten Puf f ersysteme, wie beispielsweise Karbonsaure- 
Puffer, insbesondere, Citrat-Puf f er , Acetat-Puf f er, Succinat- 
Puffer, Malonat-Puffer sowie Glycin-Puf f er, 

Morpholinopropansulfonsaure (MOPS) oder 

Tris (hydroxymethyl)aminomethan (Tris) in einer Konzentration 
von 0,001 - 3 Mol/Liter, bevorzugt 0,005 - 1 Mol/Liter, 
besonders bevorzugt 0,01 - 0,5 Mol/Liter, insbesondere 
bevorzugt 0,01 - 0,2 Mol/Liter. 

Als Alkohole konunen far die Durchfuhrung des erf indungsgemalien 
Verfahrens zunSchst alle Hydroxylderivate von aliphatischen 
Oder acyclischen gesSttigten oder ungesSttigten 
Kohlenwasserstoffen in Betracht. Dabei ist es zunachst 
unerheblich, ob diese Verbindungen jeweils eine, zwei, drei 
Oder mehr Hydroxylgruppen - wie mehrwertige Cl-C5-Alkanole, 
beispielsweise Ethylenglykol, Propyienglykol oder Glycerin - 
enthalten. 

Daneben zShlen ebenfalls die ZuckerabkOmmlinge, die sog. 
Aldite, wie auch die Phenole - beispielsweise Polyphenole - zu 
den erf indungsgemafi einsetzbaren Alkoholen. 

Unter den vorgenannten Hydroxyverbindungen werden die C1-C5- 
Alkanole - wie Methanol, Ethanol, n-Propanol, tert .-Butanol und 
die Pentanole besonders bevorzugt, 

Als hydrophil gelten im Sinne der vorliegenden Erfindung solche 
Stoffe bzw. Membranen, die von ihrem chemischen Charakter her 
sich leicht mit Wasser mischen bzw. Wasser aufnehmen. 

Als hydrophob gelten im Sinne der vorliegenden Erfindung solche 
Stoffe bzw. Membranen, die von ihrem chemischen Charakter her 
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nicht in Wasser eindringen - bzw. vice versa - und die nicht 
darin zu bleiben vermogen. 

unter einer Oberflache wird im Sinne der vorliegenden Erfindung 
jede mikroporose Trennschicht verstanden. Im Falle einer 
Membran wird die Oberflache durch eine Folie aus emem 
polymeren Material gebildet. Das Polymer wird bevorzugt aus 
Monomeren mit polaren Gruppen aufgebaut. 

in einer weiteren Ausf uhrungsform des erf indungsgemalien 
Verfahrens umfalit der Begriff Oberflache im weiteren Sinne auch 
eine Schicht von Partikeln bzw. auch ein Granulat sowie auch 
Fasern, wie z. B. Silicagelvliese . 

Bei Verwendung hydrophober Membranen gelten als bevorzugt im 
Sinne der vorliegenden Erfindung Membranen, die aus emem 
hydrophilen Grundmaterial bestehen und die durch eme 
entsprechende chemische Nachbehandlung, die an sich aus dem 
Stand der Technik bekannt ist, hydrophobisiert wurden, wxe 
z. B. hydrophobisierte Nylon-Membranen, die kommerziell 
erhaltlich sind. 

unter hydrophobisierten Membranen warden erf indungsgemaB 
allgemein solche Membranen verstanden, die als ursprungl.ch 

w-it- Hon unten erwShnten 

hydrophile • Membran mit den uncen 

Hydrophobisierungsmitteln uberzogen wurden. Derartige 
Hydrophobisierungsmittel uberziehen hydrophile Substanzen mxt 
einer dOnnen Schicht hydrophober Gruppen, wozu beispielsweise 
langere Alkylketten oder Siloxangruppen gehOren. Geeignete 
Hydrophobisierungsmittel sind aus dem Stand der Technik in 
grofter Zahl bekannt und stellen erf indungsgemafi Paraffine, 
Wachse, Metallseifen etc., ggf. mit Zusatzen an Aluminium bzw. 
Zirkoniumsalzen, quartare organische Verbindungen, 

Harnstoffderivate, f ettstof fmodif izierte Melammharze, 
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Silicone, zinkorganische Verbindungen, Glutardialdehyde and 
ahnliche Verbindungen dar. 

Daneben gelten als erf indungsgemaft einsetzbare hydrophobe 
Membranen solche Membranen, die per se hydrophob sind Oder die 
hydrophobisiert sind und deren Grundmaterial polare Gruppen 
aufweisen kann. Geitiaii dieser Kriterien eignen sicn 
beispielsweise - insbesondere hydrophobisierte - Materialien 
aus der folgenden Gruppe fur den erf indungsgemSfien Einsatz: 

Nylon, Polysulfone, Polyethersulfone, Cellulosenitrat, 
Polyproyplen Polycarbonate, Polyacrylate sowie 

Acrylatcopolymere, Polyurethane, Polyamide, Polyvinylchlorid, 
Polyfluorcarbonate, Polytetraf luorethylen, 

Polyvinylidendifluorid, Polyethylentetraf luorethylen- 

Copolymerisate, Polyethylenchlortrif luorethylen-Coplymerisate 
Oder Polyphenylensulfid sowie Cellulose und Cellulose- 
Mischester, Celluloseacetat oder Nitrocellulosen wie auch 
Polybenzimidazole, Polyimide, Polyacrylnitrile, 

Polyacrylnitril-Copolyiuere, hydrophobisierte 
Glasfasermembranen, worunter hydrophobisierte Nylon-Membrane 
besonders bevorzugt sind. 

Bevorzugte hydrophile OberflSchen umfassen per se hydrophile 
Materialien und auch hydrophobe Materialien, die 
hydrophilisiert worden sind. Beispielsweise konnen verwendet 
werden hydrophiles Nylon, hydrophile Polyethersulfone, 
hydrophile Polycarbonate, hydrophile Polyester, hydrophile 
Polytetrafluorethylene auf Polypropylengeweben, hydrophile 
Polytetrafluorethylene auf Polypropylenvliesen, 

hydrophilisierte Polyvinylidendif luoride, hydrophilisierte 
Polytetrafluorethylene, hydrophile Polyamide, Nitrocellulose, 
hydrophile Polybenzimidazole, hydrophile Polyimide, hydrophile 
Polyacrylnitrile, hydrophile Polyacrylnitril-Copolymere, 
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hydrophiles Polypropylen, Cellulosenitrat, Celluiosemischester 
und Celluloseacetat. 

Die oben geschilderten Membranen sind in ihrer Anwendung bei 
Nukleinsaurenbindung zum Teil aus dem Stand der Technik 
vo-bekannt, wenn auch nicht im erf indungsgemalben Kontext. Eine 
Reihe von Materialien ist jedoch aus dem Stand der Technik 
nicht fur diese Verwendung bekannt. Die umf angreichen Versuche 
der Erfinder haben jedoch gezeigt, dali es weitere, zur 
Nukleinsaurebindung geeignete Membranen gibt. 

Die vorliegende Erfindung ist daher auch gerichtet auf die 
verwendung von Celluloseacetat, nicht carboxyliertem, 
hydrophoben Polyvinylidendif luorid, oder massivem, hydrophobem 
Polytetrafluorethylen als Material zur Anlagerung und 
Isolierung von NukleinsSiuren. 

Unter "massiv" soli hierbei ein Material verstanden werden, daB 
durchgangig aus der entsprechenden chemischen Verbindung 
besteht und weder beschichtet noch als Beschichtung auf emem 
Tragermaterial aufgebracht ist. 

Das Material kann in Membranform, als Granulat, in Faserfom 
Oder in anderen geeigneten Formen, verwendet wird. Die Fasern 
konnen beispielsweise als Vlies angeordnet sein und das 
Granulat als gepresste Fritte. 

Die Membranen, die in den oben beschriebenen, erf indungsgemalien 
Verfahren eingesetzt werden (mit Ausnahme der Isopropanol- 
Fallung) , haben dabei beispielsweise einen Porendurchmesser von 
0,001 bis 50 urn, vorzugsweise 0,01 bis 20 pm und besonders 
bevorzugt 0,05 bis 10 Im Falle der Fallung von 

Nukleinsauren mit Isopropanol nach dem oben angegebenen 
Verfahren muli die Porengrolie uber 0,2 um betragen. 
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Als Waschpuffer kommen ebenfails die oben beschriebenen Saize 
Oder Alkohole bzw. Phenoie oder Polyphenole in Frage. Auch 
Detergenzien und Naturstoffe im weitesten Sinne, wie etwa 
Albumin Oder Miichpulver, konnen fur die Waschschritte 
verwendet werden. Die Zugabe chaotroper Substanzen xst 
ebenfails moglich. Foiymere konnen ebenso wie losende 
Detergentien und ahnliche Stoffe zugegeben werden. Der 
waschpuffer und die darin enthaltenen Substanzen soliten 
jedenfalls allgemein in der Lage sein, unerwUnschte 
Verunreinigungen zu binden, zu solubilisieren, oder mit ihnen 
zu reagieren, so dali diese Verunreinigungen oder ihre 
Abbauprodukte zusanunen mit dem Waschpuffer entfernt werden 
kdnnen. 

Die Temperaturen liegen im Waschschritt in einem Intervall von 
ublicherweise 10" bis 30 "C, vorzugsweise bei Raumtemperatur, 
wobei auch hohere oder niedrigere Temperaturen erfolgreich 
angewandt werden konnen. So bietet es sich beispielsweise an, 
bei einer Elution bei aiedrigen Temperaturen, z.B. auch 
den waschpuffer zu kuhien, urn die Temperatur des 
Isoiiergefasses und der Oberflache bzw. Membran auf den 
gewunschten Temperaturwert vorzukUhlen. Eine Anwendung fur 
niedrige Temperaturen ist die cytoplasmatische Lyse, bei der 
die Zellkerne zunSchst unbeschadigt bleiben. Hohere 
Temperaturen des Waschpuffers bewirken auf der anderen Seite 
eine bessere Solubilisierung der auszuwaschenden 
Verunreinigungen . 

Zur Elution der gebundenen Nukleinsauren eignen sich 
erfindungsgemali Wasser oder wasserige Salzlosungen als 
Elutionsmittel. Als Salzlosungen werden Puf f erlosungen 
eingesetzt, die aus dem Stand der Technik bekannt smd, wie 
beispielsweise MorphoiinopropansulfonsSure <MOPS) , 

Tris(hydroKymethyl)aminomethan (TRIS) , 2- [4- {2-Hydroxyethyl) -1- 
piperazino]ethansulfonsaure (HEPES) in einer Konzentration von 
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0,001 bis 0,5 Mol/Liter, bevorzugc 0,01 bis 0,2 Mol/Liter, 
besonders bevorzugt 0,01 bis 0,05 molare Losungen. Daneben 
werden bevorzugt wasserige Losungen von Alkali- oder 
Erdalkalimetallsalzen, insbesondere deren Halogenide, 
eingesetzt, darunter 0,001 bis 0,5 moiare, bevorzugt 0,01 bis 
0,2 molare, besonders bevorzugt 0,01 bis 0,05 molare wasserige 
Losungen von Natriumchlorid, Lithiumchlcrid, Kaliumchlorid oder 
Magnesiumdichlorid. Daneben konnen bevorzugt auch Losungen von 
Salzen der Alkalimetalle oder Erdalkalimetalle mit Carbon- oder 
Dicarbonsauren wie Oxaisaure oder Essigsaure, wie Lbsungen von 
Natriumacetat oder -oxalat in Wasser eingesetzt werden, 
beispielsweise in dem zuvor genannten Konzentrationsbereich, 
wie z. B. 0,001 bis 0,5 molar, bevorzugt 0,01 bis 0,2 molar, 
besonders bevorzugt 0,01 bis 0,05 molar. 

Auch die Zugabe von Hilfsstoffen wie Detergenzien oder DMSO ist 
moglich. soil mit den eluierten Nukleinsauren eine chemische 
Reaktion durchgefQhrt werden, sei es unmittelbar an der Membran 
Oder in einem weiteren Reaktionsgefali, ist es auch moglich, 
solche Substanzen oder andere Hiifsstoffe dem Elutionspuf f er 
zuzugeben, die in den verwendeten Reaktionsansatzen verwendet 
werden sollen. So ist beispielsweie die Zugabe von DMSO m 
niedrigen Konzentrationen bei vielen Reaktionsansatzen ublich. 

Nach einer-an Nukleinsauren durchgefuhrten chemischen Reaktion 
kSnnen diese auch mit dem Reaktionspuf f er eluiert werden. 
Beispielsweise kann die Nukleinsaure nach einer SDA- oder einer 
NASBA-Reaktion mit dem Reaktionspuf fer oder dem Reaktions- 
Master-Mix eluiert werden. 

Ganz besonders wird reines Wasser als Elutionsmittel bevorzugt, 
beispielsweise demineralisiertes , bidestiliertes, oder 
ultrareines Millipore-Wasser . 
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Die Eluierung kann bei Temperaturen von unter O'C bis 90°C, 
bespielsweise bei 10° bis 30°C oder auch bei hoheren 
Temperaturen erfolgreich durchgefuhrt warden. Auch ein Eluieren 
mit Wasserdamof ist moglich. Die untere Grenze der 
Elutionstemperatur ist, wie oben ausgefuhrt, beim Gef rierpunkt 
des Elutionspuf fers zu sehen. 

Aufgrund der problemlosen Durchf uhrbarkeit der 

erfindungsgemaiien Verfahren, die auch "im Feld", d.h. abseits 
etablierter Laboreinrichtungen, und somit ohne umfangreiche, 
strombetriebene AusrUstung, durchfuhrbar sind, ist die 
Erfindung auch auf die Bereitstellung von Isoliergef alien 
gerichtet, mit denen das erf indungsgemalie Verfahren mxt einem 
Minimum an weiteren Hiifsmitteln durchgefuhrt werden kann. 
Hierfur kann ein Reaktionsgef ali verwendet werden, das eine 
Membran enthalt. Diese kann in Kontakt mit einem absorbierenden 
Material, wie einem Schwamm, gebracht werden, urn die 
verschiedenen, verwendeten Puffer durch die Membran 
durchzusaugen. Der Schwamin funktioniert daher wie die 
Kombination einer Vakuumpumpe oder einer Zentrifuge m 
Verbindung mit einem AbfallbehSltnis. Zur Gewinnung des Eluats 
wird der Kontakt des absorbierenden Materials mit der Membran 
unterbunden, so dali das Eluat nicht verloren gehen kann, 
sondern abgenommen oder /und weiter untersucht werden kann. 

Die Erfindung ist in diesem Aspekt spezifisch gerichtet auf ein 
isoliergefafi zur Isolierung von NukleinsSuren mit zumindest 
einem zylinderfbrmigen Oberteil mit einer oberen Offnung, emer 
unteren Offnung und einer Membran, die an der unteren Offnung 
angeordnet ist und den gesamten Querschnitt des Oberteils 
ausfullt; einem Unterteil mit einem absorbierenden Material; 
und einem Mechanismus zur Verbindung zwischen Oberteil und 
unterteil, wobei bei hergestellter Verbindung die Membran m 
Kontakt mit dem absorbierenden Material ist und bei 
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nichthergestellter Verbindung die Membran nicht in Kontakt mit 
dem absorbierenden Material ist. 

Vorzugsweise ist das Unterteil ein Zylinder gleichen 
Durchmessers wie das Oberteii. Auf diese Weise erhalt man exn 
einfaches Rohrchen vom im wesentlichem konstanten Durchmesser, 
das wie herkcimmliche Reaktionsgef asse handhabbar ist. Speziell 
wenn das Oberteii oder Oberteii plus Unterteil ein RShrchen ist 
bzw. bilden, welches in Reaktionsgefalihalter einstellbar ^ist, 
wie sie in Laboratorien Verwendung finden, ist dieser Effekt 
erzielbar. Der Mechanismus kann ein Anschluli sein, der eine 
raumliche Trennung von Oberteii und Unterteil erlaubt, 
beispielsweise ein Bajonettanschluli, ein Steckanschluli oder ein 
Schraubanschluli. Ein Bajonettanschluli hat dabei den Vorteil, 
leichter ver- und entriegelbar zu sein, wahrend der 
Schraubverschluli die bessere, wasserdichtere Verbindung von 
Ober- und Unterteil erlaubt. Alternativ kann auch eme 
Sollbruchstelle zwischen Ober- und Unterteil vorgesehen sem, 
die zumindest die einmalige Trennung der beiden Telle gestattet 
und die besonders preisguastig herstellbar ist. 

Der Mechanismus kann allerdings auch ein Schieber sein, der 
zwischen absorbierendem Material und Membran einschiebbar ist 
Auch durch diese Ausfuhrung kann eine Trennung von Membrann und 
absorbierenden Material erreicht- werden. 

Urn die Verarbeitungskapazitat zu erhdhen und die 
erfindungsgemaiien Verfahren noch okonomischer ausfuhren zu 
konnen, bietet sich desweiteren an, das oben beschriebene, 
erfindungsgemaiie IsoliergefaB so zu modif izieren, daB mehrere 
Oberteile auf einem Unterteil angeordnet sind. Das Unterteil 
kann dann gleichzeitig als Halter der Anordnung dienen und 
zudem so dimensioniert sein, dali eine Vielzahl von 
isolierungsvorgangen, jedenfalls mehr als AnschlUsse fur 
Oberteii im Unterteil vorhanden sind, durchgeftihrt werden kann, 
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bevor die Saugkapazitat des absorbierenden Materials im 
Unterteil erschopft ist. 

Das absorbierende Material im Unterteil kann einen Schwamm 
oder/und ein Granulat aufweisen. Das Granulat kann 
beispielsweise aus superabsorbierendem Material bestehen, wie 
es dem Fachmann auf dem Gebiet der Absorptionstechnik (z.B. bei 
Hygieneartikeln) gelaufig ist. 

Die Erfindung ist gleichermaften auf die Verwendung dieses 
erfindungsgemalien Isoliergef asses zur Analyse der Eigenschaf ten 
von Nukleinssuren und zur Isolierung von Nukleinsauren 
gerichtet . 

Hinsichtlich der einzelnen Schritte werden die 
erfindungsgemaiien Verfahren allgemein typischerweise wie folgr 
durchgef iihrt : 

Wenn von biologischen Proben ausgegangen wird, sind diese 
zunachst in einem geeigneten Puffer zu lysieren. Hierbei k5nnen 
weitere Verfahren zur Lyse zum Einsatz kommen, beispielswexse 
eine mechanische Einwirkung, wie Homogenisierung oder 
Ultraschall, enzymatische Einwirkung, TemperaturverSnderug oder 
Additiva. Falls erforderlich oder gewunscht, kann sich an diese 
Lyse ein Vorreinigungsschritt anschliessen, um Debris aus dem 
Lysat zu entfernen. Im Anschluli daran werden, falls noch nicht 
geschehen, die Bedingungen im Lysat eingestellt, unter denen 
eine Immobilisierung der Nukleinsauren an die Oberflache 
erfolgen kann. Auch nach Einstellung der Bindebedingungen kann 
sich, kumulativ oder alternativ zur obigen Vorreinigung, em 
Vorreinigungsschritt anschliessen. 

Dieses vorbehandelte Lysat der zur Gewinnung der Nukleinsauren 
dienenden Probe oder die ursprUnglich freie(n) Nukleinsaure (n 
(falls nicht von einer biologischen Probe ausgegangen wird) 
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wird/werden beispielsweise in eine ( Plastik-) Saule pipettxert, 
in der - beispielsweise auf dem Boden - die Membran fixiert 
wird. Zweckmafiigerweise kann die Membran auf einer Frxtte 
fixxert werden, die als mechanische UnterstUtzung dxent. 
Anschlieliend wird das Lysat durch die Membran gefuhrt, was 
durch Anlegen eines Vakuums am Ausgang der Saule errexcht 
werden kann. Auf der anderen Seite kann der Transport durch 
einen Lysat-seitigen Uberdruck erfolgen. Daneben kann - wxe 
schon zuvor erwahnt - der Lysattransport auf dem Wege der 
Zentrifugatxon oder durch die Einwirkung von Kapillarkraften 
bewerkstelligt werden; letzteres kann zum Beispiel mxt exnem 
schwammartigen Material geschehen, das unterhalb der Membran 
mit dem Lysat bzw. Filtrat in Kontakt gebracht wird. Bex exner 
Zentrifugation kann das unten offene Isoliergefa. in exnen 
Auffangbehalter fur die hindurchgefuhrte Flussigkeit verwendet 
werden, 

Der in bevorzugten Ausfuhrungsformen eingefUgte Waschschritt, 
kann erfolgen, indem der Waschpuffer durch die Oberflache bzw. 
Membran hindurchtransportiert wird oder auf derselben Sexte der 
Oberflache verbleibt wie die NukleinsSuren. Wxrd der 
waschpuffer hindurchtansportiert bzw, gesaugt, so kann axes auf 
unterschiedliche Weisen geschehen, z. B. durch einen auf der 
anderen Seite der Membran angeordneten Schwamm, eine Saug- oder 
Oberdruckvorrichtung oder durch Zentrifugation oder 
Gravitation. 

Der Vorteil einer Anordnung mit einem absorbierenden, 
beispielsweise schwammartigen Material besteht xn exner 
einfachen, sicheren und bequemen Mdglichkeit der Fxltrat- 
Entsorgung - es muB in diesem Fall nur der Schwamm, der nunmehr 
mit dem Filtrat mehr oder weniger vollgesogen ist, ausgetauscht 
werden. Es wird an dieser Stelle deutlich, daft die Saule 
kontinuierlich oder auch batch-weise betrieben werden kann und 
daB beide Betriebsarten vollautomatisiert durchgefahrt werden 
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kOnnen bis die Mertibran mit Nukleinsaure gesattigt ist. Im 
letzten Schritt erfolgt ggfs. die Elation der Nukleinsaure, 
welche beispielsweise von der Membran abpipettiert bzw. 
abgehoben oder in sonstiger Weise nach oben entfernt werden 
kann, wenn keine In-situ Analyse der noch gebundenen 
Nukleinsauren vorgenommen werden soil. 

Die gewanschten Nukleinsauren fallen in schwach oder nicht- 
salzhaltigen Losungen in sehr kleinen Volumina an, was von 
grofiem Vorteil fur alle molekularbiologischen Analyseverf ahren 
ist da hier gewunscht ist, reine Nukleinsauren in mdglichst 
kleinen Volumina bei gleichzeitig hoher Konzentratxon 
einzusetzen. Um moglichst kleine Volumina an Eluat erzielen zu 
kannen, werden als OberflSchen insbesondere Membranen 
bevorzugt, die moglichst dunn sind, so dali sich nur wenig 
Flussigkeit in ihnen ansammeln kann. 

Ferner bietet die vorliegende Erfindung den Vorteil, dali bei 
einer vertikalen Anordnung des Gefasses (Membran dann 
horizontal orientiert) das uber der Membran befindliche Volumen 
als Reaktionsraum genutzt werden kann. So ist es z. B. moglich, 
nach dem Isolieren und Abl5sen der nach dem erf indungsgemaiien 
Verfahren gewonnenen Nukleinsauren, diese zunSchst nicht 
abzunehmen, sondern im Isoliergefali zu belassen und einer 
molekularbiologischen Applikation - wie Restriktionsverdauung, 
RT PGR, RT-PCR, in vitro Transkription, NASBA, rolling circle, 
LCR (ligase chain reaction), SDA (strand displacement 
amplification) oder Enzymreaktionen wie RNase und DNase-Verdau 
zur vollstandigen Entfernung der jeweils nicht erwunschten 
Nukleinsauren, zu unterwerfen, die aus diesen Reaktionen 
hervorgehenden Nukleinsauren gemaii dem erf indungsgemaiien 
verfahren erneut an die Membran zu binden oder im Oberstand zu 
belassen, ggfs. wie beschrieben zu waschen und anschlieliend zu 
eluieren, zu isolieren, bzw. zu analysieren, beispielsweise 
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mittels Chromatographie, Spektroskopie, Fluorome.rie, 
Elektrophorese oder ahnlichen Meliverfahren. 

Die erfindungsgemali isolierten Nukleinsauren sind ^^^^J^^ 
nukleins^ureabbauenden Enzyraen und haben --/--^^^^ jf/^ 
Reinheit, da. sie unrrdttelbar in versch.edensten ...sen 
weiterbehandelt und bearbeitet warden konnen. 

Die erfindungsgema. hergestellten Nukleins.uren konnen fur 
Klonierungen verwendet werden und als Substrate .ur 
verschiedenste Enzyme dienen, wie beispielswexse .NA 
Polymerasen, RNA-Polymerasen wie z.B. T7-Polymerase ode T 
Polymerase, DNA-Restriktionsenzyme, DNA-Lxgase, .e^erse 
Transkriptase und andere. 

Die durch die er£indun,sgen,a.en Verfahren ''"-"^"'f^"" 
NuUei„s.u.en ei,nen sich in besonders ^uter «a.se zur 
^piifi.atio„, insbasondere far die .CR, ^ 
Amplification, Rollin, Circle verfahren, Ligase Chaxn Reaction 
(LCR), SunRise, NMBA und ahnlichet Verfahren. 

we erfindungsgemauen Verfahren eignen sich weiterhin in 
besonders guter Weise zur Bereitstellung von NuUeinsaure„ fur 
die ver»endung in der Diagnostic, beispielswe.se der 
Lebensmittelanalyse, bei toxi.ologischen Untersuchungen in der 
.edlzinischen und kiinischen Diagnostik, der Erreger 
Diagnostik, der Genexpressionsanalyse und m 
un>weltanalytik. Die Verfahren eignen sich .nsbesonde e £u eih 
Dlagnoseverfahren, welches dadurch gekennzeichnet isc daB die 
dutch das erfindungsge...e Verfahre. gerainigten 
in eine. Folgaschrrtt amplitiziert werden und anschUa.end 
und/odar gleichza.tig die so a.pli£izierteh '<u^^;--- " 
detektiert werden (z. B. Holland, P.«. et ''-'^''' — 'H^ 
«atl. Acad. sci. 88, 7276 - 7290. Livak, K.J. et a ., 199=. 
Methods Applic. 4, 357 - 362; Kievtts, T. et al., 1991. J. 
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Virol. Meth. 35, 273 - 286; Uyttendaele, M. et al., 1994. J. 
Appl. Bacteriol. 77, 694 - 701). 

= inh die erfindungsgemalien Verfahren in 

d . di ' du.cn das ern„dun,3,e:..e VerfaKren --^^J 

beschrleben (z. B. Bresters, " ,^,,3 ,,3, 25 

(31 262 - 286; Collins M.L. et al., 19". Nuci. 
(ll; 2979 - 2984,- ), in Konta.t gebracht warden and das 
entstehende Signal detektiert wird. 

.i„ Beisoiel fllr die Rutomatisierbatkeit das 
Im folgenden uird em Beispiei j.u Q.i,„<oia fur 

..„.ngsge..en ver.a.rens „ 

:rnrr:nTng::::et^"K:erbei ^^^^^^^^^—x 

die beigafagten Zeichnungen, in denen folgendas dargestel 
ist . 

• 1 .^^at einen zur Durchfuhrung des erf indungsgemaBen 
Fig. 1 zeigt einen zur schematisierten 

Verfahrens geeigneten Automaten m exner 

Darstellung, 

r,„ 2 zaigt eine erste Ausfuhrungsform einas IsoliergefSsses 
Z' LfallleKnters zur DurcWa.rung des erf indungsge^.en 

Verfahrens, 

Fi„ 3 zeigt alne z»aite AusfUhrungsform eines IsoUergefasses 
Z LLllbeKaltars zur OurchfUHrung des erf indungsge.a.en 
Verfahrens. 
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Fla 4 zeigt elne dritte AusfUhrungsfom aines Isoliergefassas 
und' AbfallbehSlters .ur Durchfah.ung des erf i.dun,=ge.a»en 

Verf ahrens . 

5 zeigt Ausfuhrungsformen von erf indungsgem.fien 
Isoliergefassen mit Obertetl. 

Pia 6 zeigt das Ethidiumbromid-gef Srbte Gel einer 
elektrophoretischen Auftrennung verschiedener Proben nacn de. 
erfindungsgemafien Verfahren. 

no 7 zaigt ain weitares Ethidi^mbromid-gefarbtes Gal ainer 
elaktrophoretischen .uftrannun, vers<:hiedenar Proban nacr> dem 
erfindungsgemafien Verfahren. 

Fig. 8 zeigt ein waiteres Ethidiumbromd-gefarbtes Gel einer 
ale^trophcretischan Auftrennung verschiedener Proben nach dem 
erfindungsgemafien Verfahren. 

Fig 9 zeigt noch ein weiteres Ethidiu^romld-gef.rbtes Gel 
liner ala.tropnoretischen Auftrennung verschiedener Proben nach 
dem erfindungsgemaBen Verfahren. 

Fig 10 zeigt wleder ein waiteres Ethidiun.>romid-ge£arbtas Gel 
liner ele.trophoretischen Auftrennung verschiedener Proben nach 
dem erfindungsgemafien Verfahren. 

Fig. 11 schliefilich zeigt ein weiteres Ethidiumbromid-gef arbtes 
Gel einer ele.trophoretischen Auftrennung verschiedener Proben 
nach dem erfindungsgemaBen Verfahren. 

D^e erfindungsgemafien Verfahren werden vorzugsweise teilweise 
o^er vollstandig, d.h. in alien Schritten, -^^^^'^^^^^^f 
durchgeftihrt. Ein Beispiel fUr einen geeigneten Automaten xst 



wo 00/24927 PCT/EP99/02664 

40 



in ng. 1 dar,estelU, bei d« e.n Ha.ptteU 1 
Steuerungsele.troni. und Mtriebs^otoren " 

nn=;itioniert, so Bereiche 4 zur Hait-erjng 

riussiqkeiten aus daruber positionierten, aach unten offenen 
Flussigkeiten Absaugvorrichtung 
Isoliergefassen, oder sons^ mxi. 

isoiierg Rattler 6 ist ebenfalls vorgesehen, 

verbundenen Gefassen. Ein Ruttler o ^. , . ^^^^ proben 

der beispielsewise zum Lysieren von biolog.schen Proben 
der Deispiex verwendeten Anordnungen von 

verwendet werden kann. Die verwenaeten 

isoliergefassen sind beispielsweise Spr.tzguBtexle m t 

isoiiergeia erf indungsgemalie 

integrierten IsoUergerassen, m die 

OberfUchen eingelegt sind. Es Konnen yp 

48 96 Oder bis 1536 IsoliergefSsse vorgesehen sein, wie 
; „ den ror.aten .oderner «ultl-Well-Platten zur VerfOgun 
e!te It .erden. .uch noch hdhere IsoUer,e£»zahlen e. er 
In rdnung sind vors.ellbar, wenn entsprechende "an ard^ 
verfugung stehen. «lt HUfe von ^"^^^^^ ' 

auch .5gllch, die B.den der Anordnungen separat 
und :e nach Bedarf mit einem oder mehreren ""l-''^;-";"^/^. 
bestucken. Auch einzeln gearbeitete Isollergef .sse ohne Luer 
Adapter werden von der Ertindung miterfasst. 

unter eine Saug- und Dispenslervorr.chtung ^ -f;"^;;^^ 

Anordnungen von Isoliergefassen In den Auto^aten ""^^ " 

Ober diese kSnnen Flussigkelten aufgeno»en und ^bgeg ben 

en. Hlerbei .Onnen .ehrere ' . 

sem, ur. »ehr als ein Isolier- Oder Rea.tronsgefa. 
bear^elten zu kennen. Die Saug- und Dlspensiervorrichtung 8 
e also die Function elner Plpette. Sog und Oruo. werde 

ler saug- und Dlspensiervorrichtung 8 Uber Sohlauche 9 
vermittelt . 
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Zur Nukleinsaureisolierung konnen beispielsweise 

ReaktionsgefSssa mit Zellen in den Ruttler/Halter 6 eingesetzc 
werden, in die mit der Dispensiervorrichtung 8 Lysepuffer 
eingefUllt wird. Nach Mischen warden die Zelllysate in 
isoliergefasse uberfuhrt. Der Lysepuffer wird daraufhin durch 
die Oberflachen in den Isoliergef assen durchgesaugt . Im 
Anschlufi konnen die Oberflachen mit einem Waschpuffer gespult 
werden, um Reste der Zelllysate zu entfernen, wobei auch der 
waschpuffer nach unten abgesaugt wird. SchlieMich wird 
Elutionspuffer in die Isoliergefasse dispensiert and nach 
eventuellem' nochmaligen RUtteln werden die abgelosten 
Nukleinsauren nach oben entnommen and in Aufbewahrungsgef asse 
uberfahrt. 

Oblicherweise werden Wechselspitzen an der Saug- und 
Dispensiervorrichtung 8 verwendet, um eine Kontamination der 
Proben zu verhindern- 

Die Fig. 2 bis 4 zeigen verschiedene schematische Beispiele fur 
geeignete Isoliergefasse zur Verwendung in der vorliegenden 
Erf indung. 

in Fig 2 ist ein trichterf5rmiges IsoliergefalJ 10 mit einer 
Oberfiache U, beispielsweise einer Membran, versehen, dxe auf 
einen Auffangbehalter 12 aufgesetzt ist, der ein schwammartiges 
Material 13 enth.lt, das der Aufnahme von Lysepuffer und 
waschpuffer dient. Unter dem schwarr.-nartigen Material 13 kann 
eine Schicht Superabsorbens 14 angeordnet sein, um die 
Saugleistung zu verbessern. Alternativ kann die Schicht 14 auch 
ein Material enthalten, welches Wasser chemisch umzusetzen 
vermag, beispielsweise Acrylat. Das Wassar wird dadurch 
ebenfalls dem prozefl entzogen. In den Trichter wird Lysat oder 
eine sonstige Aufbereitung von Nukleinsauren gegeben. Das 
schwammartige Material 13 saugt die aufgetragene FlUssigkeit 
durch die Membran 11 hindurch. Vor der Zugabe des Eluierpurfers 
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wird der Schwamm etwas von der Membran beabstandet, 
beispielsweise durch eine im Auf fangbeMlter 12 angeordnete 
Mechanik (nicht dargestellt) . So wird beim letzten Schritt 
verhindert, daB der Eluatpuffer auch durch die 
gesaugt wird. Dieser verbleibt vxelmehr auf der Oberrlache 
(Fig lb) and kann zusan^.en mit den Nukleins^uren nach oben 
entnommen warden. Mit dieser Anordnung wxrd die 
Absaugvorrichtung 5 im Automaten nicht benotigt. 

Fig. 3 zeigt ein weiteres Beispiel eines Isoliergefasses dali 
aber einen an seine, unteren Ende angeordneten -er-Ansch,u 
mittels eines Luer-Adapters 17 mit einem Auffangbehalter 6 
verbunden ist, der in diesem Fall keinen Schwamm enthalt, 
sondern mittels eines Stutzen 18 mit einer ^^-ugvorrxchtung 
verbunden ist. Lyse- und Waschpuffer konnen hxer also durch 
Anlegen eines Vakuums durch die Membran 11 durchgesaugt werden. 
Beim Auftragen des Eluatpuffers bleibt das Vakuum abgeschaltet 
so dali sich das Eluat nach oben entnehmen ISsst. Durch dxe 
verwendung eines Luer-Anschlusses sind indivxduelle 
isoliergefasse der Anordnung von Isoliergef assen entnenmbar. Es 
versteht sich jedoch, daS der Vakuumauffangbeh.lter auch mxt 
fest angebrachten Isoliergefassen, beispielsweise Hultx-Well 
Q 19 24 48 96 Oder mehr Einzelgef assen 
Gefassen von 8, 12, 24, ia, »o 

kombinierbar ist. 

Fig 4 zeigt schlielUich eine Ausf uhrungsform, bei der ein 
Auffangbehalter vorgesehen ist, in den die Puffer mxtte is 
Schwerkraft hineingesaugt oder zentrif ugiert werden Der 
Eluatpuffer, der in geringem Volumen verwendet wxrd, hat kexn 
hinreichendes Eigengewicht, urn die Membran 11 zu durchdrxngen 
und kann- wiederum nach oben abgenommen werden. 

Fig. 5 zeigt AusfUhrungsformen der erf indungegema.Ben 
Isoliergefasse. 
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in Fig. 5 A ist ein Isoliergefaft mit einem zylinderf 5riuigen 
Oberteii 20 dargestellt . Dieses Oberteil ist mittels emes 
Schraubanschlusses 25 mit exnem Unterteil 22 verbunden. 
Anstelle des Schraubanschlusses konnen auch andere 
Verbindungsformen verwendet werden, sofern diese eine 
flussigkeitsdichte Verbindung von Ober- und Unterteil zulassen 
und fur ein Aufliegen der Membran 11 sorgen. Die Membran 11 ist 
in diesem Ausf uhrungsbeispiel direkt an der unteren Offnung des 
Oberteils 20 angebracht. Sie kann jedoch auch nach mnen 
versetzt sein Oder in einem anderen Winkel als 90° zur 
Oberteilwandung stehen. Das Unterteil weist ebenfalls eine 
zylinderf armige Form auf, kann jedoch in anderen 
AusfUhrungsformen anders ausgebildet sein. So konnte eme 
viereckige Form verwendet werden, welche die Standsicherheit 
des Oberteils 20 auf einem Untergrund verbessert. Eine 
Ausweitung des Unterteiis 22 im Verhaltnis zum Oberteil 20 ist 
ebenfalls moglich, beispielsweise falls in bestirr«.ten 
Ausfuhrungsformen der erf indungsgemSlSen Verfahren ein grofierer- 
Hohlraum im Unterteil 22 benOtigt wird, um die verwendeten 
L(3sungen vollstandig in das absorbierende Material 13 aufnehmen 
2u k5nnen. 

Eine zu der in Fig. 5 A gezeigten Auf uhrungsf orm, alternative 
Ausfahrungsform ist in Teil B dargestellt. Hier sind Oberte.l 
20 und unterteil 22 fest miteinander verbunden bzw. konnen auch 
einstackig ausgeformt sein. Zwischen dem absorbierenden 
Material 13 und der Membran 11 kann ein Schieber 21 Uber eme 
Offnung 26 in das Isoliergef aft eingeschoben werden, urn Membran 
11 und absorbierendes Material 13 voneinander trennen zu 
konnen. Am Schieber 27 ist in diesem Beispiel ein zusatzlicher 
Griffbereich 28 angeordnet, der ein einfaches Herausziehen des 
Schiebers 27 gestattet. Der Schieber kann jedoch auch ohne 
diesen Griffbereich ausgefuhrt sein. Wie in der Fig. 5 B 
gezeigt, expandiert das absorbierende Material 13 etwas, um den 
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vom Schieber eingenommenen Raum uberbrucken zu konnen und 
dadurch die Membran zu kontaktieren. 

Fig. 5 c zeigt eine weitere Ausf uhrungsf orm des 
erfindungsgemafien Isoliergef afies . Das Unterteil 23 ist hierbei 
rait mehreren Anschlussen 30 zur Aufnahme vcn Oberteiien 20. 
ausgestattet, was die gleichzeitige Bearbeitung mehrerer 
Ansatze erlaubt. Die Oberteils 20 werden in diesem Beispiel 
mittels Schraubanschlussen 31 mit dem Unterteil 23 verbunden. 
Obwohl in der Abbildung kleiner dargestellt als die Oberteile 
20 der Figs. 5 A und B versteht es sich, da(i die Oberteile von 
gleicher Grolie (oder grOfter bzw. kleiner) sein konnen wie bzw. 
als in jenen Ausf Uhrungsf orraen. 

Fig. 5 D zeigt schlielilich ein erf indungsgeraalies Isoliergefaft 
mit einem die Membran 11 aulien umgebenden Mantel 32 mit einem 
Kuhlmittel. Oberteil 20 und Unterteil 24 sind in diesem 
Beispiel mittels eines Steckanschlusses miteinander verbunden. 
Eine andere Anschluliart oder eine einteiiige Ausfuhrung sind 
jedoch ebenso moglich. Der Mantel 32 besteht aus zwei 
Kompartimenten 33 und 34, die durch eine zerstQrbare Trennwand. 
35 miteinander in Verbindung gebracht werden k5nnen. Beide 
Korapartimente 33, 34 sind mit Substanzen, beispielsweise 
Losungen, gefullt, bei deren Mischung nach Zerst5rung der 
Trennwand 35 die Temperatur des Gemischs sinkt. 

Die vorbeschriebene Erfindung wird durch die nachf olgenden 
Beispiele erlautert. Verschiedenartige, andere Ausgestaltungen 
der Verfahren werden fUr den Fachmann aus der vorstehenden 
Beschreibung und den Beispielen ersichtlich. Es wird jedoch 
ausdrucklich darauf hingewiesen, dali diese Beispiele und die 
diesen Beispielen zugeordnete Beschreibung lediglich der 
Erlauterung dienen und nicht als EinschrSnkung der Erfindung 
anzusehen sind. 
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Beispiel 1 

Isolierung von Gesamt-RNA aus HeLa-Zellen 

In einer Plastiksaule werden kommerziell erhaltliche 
hydrophobe Nylon-Membranen (beispielsweise ein Material der 
Fa. MSI: Magna SH mit einem Porendurchmesser von 1,2 ]im oder 
ein Material der Fa. Pall: Hydrolon mit einem Porendurchmesser 
von 1,2 pm), die durch chemische Nachbehandlung 
hydrophobisiert wurden, einlagig eingebracht. Die Membranen 
werden auf einer Polypropylenf ritte. die als raechanische 
Unterstutzung dient, plaziert. Die Membranen werden in der 
Plastiksaule durch einen Spannring fixiert. 

Die so vorbereitete Saule wird uber eine Luerverbindung rait 
einer Vakuumkammer verbunden - alle Isolierungsschritte werden 
mit Hiife eines angelegten Vakuums durchgefuhrt . 
Zur Isolierung werden 5x10^ HeLa-Zellen durch Zentrif ugation 
pelletiert und der Oberstand entfernt. Die Zellen werden durch 
Zugabe von 150 ul eines handelsublichen Guanidinium- 
Isothiocyanat-Puffers - wie z.B. RLT-Puffer der Fa. QIAGEN - 
auf an sich aus dem Stand der Technik bekannte Weise lysiert. 
Dabei wird die Lyse durch mehrraaliges Auf- und Abpipettieren 
Oder durch Vortexen uber einen Zeitraum von 5 s unterstatzt. 
Anschliefiend werden 150 pi 70 %-iges Ethanol zugefUgt und 
durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren oder durch Vortexen 
aber einen Zeitraum von ca. 5 s gemischt. 

Das Lysat wird anschliefiend in die Plastiksaule pipettiert und 
durch Evakuierung der Vakuumkammer durch die Membran gesaugt. 
Unter den so eingestellten Bedingungen bleibt die RNA an der 
Membran gebunden. Anschlieliend wird mit einem ersten 
handelsublichen Guanidinium-Isothiocyanat-haltigen Waschpuffer 
- beispielsweise mit dem Puffer RWl der Fa. QIAGEN - und 
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danach mit einem zweiten Tris-haltigen bzw. Tris- und 
alkoholhaltigen Waschpuffer - z. B. Puffer RPE der Fa. QIAGEN 
- gewaschen. Dabei werden die Waschpuffer jeweils durch 
Evakuierung der Vakuumkairaner durch die Merabran gesaugt. Nach 
dem letzten Waschschritt wird das Vakuum uber einen Zeitraum 
von ca. 10 Minuten auf rechterhalten, urn die Membran zu 
trocknen. Danach wird die Vakuumkammer beluftet. 
Zur Elution werden 70 \xl RNase-freies Wasser auf die Membran 
pipettiert, urn die gereinigte RNA von der Merabran abzulosen. 
Nach einer Inkubation von 1 Minute bei einer Temperatur im 
Bereich von 10 - 30 "C wird das Eluat mittels einer Pipette 
von oben von der Membran abpipettiert und der Elutionsschritt 
wird zum Zweck einer vollstSndigen Elution noch einmal 
wiederholt . 

Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird anschlieliend durch 
photoraetrische Messung der Lichtabsorption bei einer 
Welleniange von 260 nm ermittelt. Die Qualitat der so 
gewonnenen RNA wird durch die photometrische Bestimmung des 
Verhaltnisses der Lichtabsorption bei 260 nm zu derjenigen bei 
280 nm bestimmt. 

Die Ergebnisse der zwei Isoiierungen mit hydrophoben 
Nylonmembranen (Nr. 1 und 2) sind in der nachfolgenden Tabelle 
1 Vergleichsversuchen, in denen zum einen hydrophiles Nylon 
(Nylaflo) (Nr. 3) sowie eine Silica-Membran eingesetzt wurde 
(Nr. 4), gegenubergestellt. Die dort wiedergegebenen Werte 
liefern einen uberzeugenden Beleg fur die beeindruckende 
Isolierungsleistung sowie Trennwirkung der erf indungsgemaB 
eingesetzten Materialien. Sie zeigen weiterhin, daB Silicagel- 
Vliese eine deutlich geringere Ausbeute erbringen, was 
vermutlich auf ihre vliesartige Struktur und die damit 
verbundene Absorption des groliten Teils des Eluatpuffers 
zuruckzuf iihren ist. 
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Tabelle 1: RNA-Ausbeute und Reinheit der nach Beispie 
isolierten Gesamt-RNA 



Nr. 


Membrantypus 


Ausbeute an Gesamt-RNA (jig) 




I 


Magna SH 1.2 ^im (hydrophobes Nylon) 


6,0 


U97 


2 


Hydrolon 1,2 fim (hydrophobes Nylon) 


7,1 


2.05 


3 


Nylaflo (hydrophiles Nylon) 


<0,2 


nicht bestimmt 


4 


hydrophile Silica-Membran 


<0»2 


nicht bestimmt 



Die isolierte RNA kann ferner auf Agarosegelen, die mit 
Ethidiumbromid angefarbt sind, analysiert werden. Hierzu 
werden beispielsweise 1,2 %-ige Formaldehyd-Agarose-Gele 
angefertigt. Das Ergebnis ist in Fig. 6 wiedergegeben. 
In Fig. 6 verkorpert Spur 1 eine Gesamt-RNA, die aber eine 
hydrophobe Nylon-Membran des Ursprungs Magna SH mit einem 
Porendurchmesser von 1,2 urn isoliert wurde. 

Spur 2 stent eine Gesamt-RNA dar, die uber eine hydrophobe 
Nylon-Membran des Ursprungs Hydrolon mit einem 
Porendurchmesser von 1,2 pm isoliert wurde. 

Spur 3 stent das Chromatogramm einer Gesamt-RNA dar, die Uber 
eine Silica-Membran isoliert wurde. 

Dabei wurden jeweils 50 pi der Gesamt-RNA Isolate analysiert. 
Fig. 6 liefert einen deutlichen Beleg dafUr, dali unter 
Verwendung der Silica-Membran kein melibarer Anteil an Gesamt- 
RNA isoliert werden konnte. 



Beispiel 2 
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isolierung freier RNA durch die Bindung der RNA an hydrophobe 
Membranen mittels verschiedener Salz/Alkohol-Gemische 

Bei diesem Beispiel werden Lysat und Waschiosung durch Anlegen 
eines Vakuums Uber die hydrophobe Membran gefuhrt. 
in PlastiksSulen, die mit einer Vakuumkanuner in Verbindung 
stehen, werden hydrophobe Nylon-Membranen (beispielsweise 
Hydrolon 1,2 pm der Fa. Pall) analog Beispiel 1 eingebracht. 
100 pi einer Gesamt-RNA enthaltenden wSlirigen Losung werden 
jeweils mit 350 pi eines kommerziell erhaltlichen Guanidinium- 
Isothiocyanat enthaltenden Lysepuffers (beispielsweise Puffer 
RLT der Fa. QIAGEN), 350 pi 1,2 M Natriumacetat-Losung, 350 pi 
2 M Natriumchlorid-LOsung, 350 pi 4 M Lithiumchlorid-L6sung 
durch Auf- und Abpipettieren gemischt. 

Anschlieliend werden jeweils 250 pi Ethanol zugegeben und 
ebenfalls durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Die RNA- 
haltigen Losungen werden danach in die Plastiksaulen 
einpipettiert und durch Evakuierung der Vakuumkammer durch die 
Membran gesaugt. Unter den beschriebenen Bedingungen bleibt 
die RNA an den Membranen gebunden. Die Membranen werden 
anschlieBend - wie in Beispiel 1 beschrieben - gewaschen. 
Abschlieliend wird die RNA - ebenfalls wie in Beispiel 1 
beschrieben - von oben von der Membran mittels einer Pipette 
entnommen. 

Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wurde durch photometrische 
Messung der Lichtabsorption bei 260 nm ermittelt. Die Qualitat 
der so gewonnenen RNA wird durch die photometrische Bestimmung 
der verhaltnisse der Lichtabsorption bei 260 nm zu der bei 280 
nm bestimmt. 
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Tabelle 2: 



Isolierung freier RNA durch die Bindung der RNA 
an hydrophobe Membranen mittels verschiedener Salz/Alkohol- 
Gemische 



Nr. 


Salz/Alkohol-Gemisch 


Ausbeute an Gesamt-RNA (^g) 


EW^:so 


1 


RLT-Puffer QIAGEN/35 %iges Ethanol 


9,5 


L92 


2 


0.6 MNatriumacetao'35 %iges Ethanol 


8,5 


1,98 


3 


I MNatriumchlorici/35 %iges Ethanoi 


7,9 


1,90 


4 


2 M Lithiumchlorid/35 %iges Ethanol 


4,0 


2,01 



Beispiel 3 

Isolierung von Gesamt-RNA aus HeLa-Zellen 

Entsprechend dem Beispiel 1 werden PlastiksSulen mit 
verschiedenen hydrophoben Membranen hergestellt. Die so 
vorbereitete SSule wird in ein Collection Tube gesetzt, die 
folgenden Isolierungsschritte werden mittels einer 
Zentrifugation durchgefuhrt . 

Zur isolierung werden 5x10^ HeLa-Zellen durch Zentrifugation 
pelletiert und der Ubers-.and abgenommen. Die Zellen werden 
durch Zugabe von 150 m eines handelsublichen Guanidinium- 
Isothiocyanat-Puffers - wie z.B. RLT-Puffer der Fa. QIAGEN - 
auf an sich aus dem Stand der Technik bekannte Weise lysiert. 
Dabei wird die Lyse durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren 
Oder durch Vortexen uber einen Zeitraum von 5 s unterstutzt. 
Anschlieftend werden 150 pi 70 %-iges Ethanol zugefugt und 
durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren oder durch Vortexen 
uber einen Zeitraum von 5 s gemischt. 

Das Lysat wird anschlieliend in die Plastiksaule pipettiert und 
durch Zentrifugation 
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10000 X g fur 1 Minute durch die Membran gefuhrt. Anschlieliend 
wird mit einem handelsublichen Guanidinium-Isothiocyanat- 
haltigen Waschpuffer - beispielsweise mit dem Puffer RWl der 
Fa. QIAGEN - und danach rait einem zweiten Tris- und 
alkoholhaltigen Waschpuffer - beispielsweise Puffer RPE der 
Fa. QIAGEN - gewaschen. Dabei werden die Waschpuffer jeweils 
durch Zentrifugation durch die Membran gefuhrt. Der letzte 
Waschschritt wird bei 20000 x g fur 2 Minuten durchgef uhrt, um 
die Membran zu trocknen. 

Zur Elution werden 70 ]il RNase-freies Wasser auf die Membran 
pipettiert, um die gereinigte RNA von der Membran zu losen. 
Nach einer Inkubation von 1 - 2 Minuten bei einer Temperatur 
im Bereich von 10 - 30 °C wird das Eluat mittels einer Pipette 
von oben von der Membran abpipettiert . Der Elutionsschritt 
wird einmal wiederholt, um eine vollstandige Elution zu 
erreichen. 

Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird anschlieliend durch 
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer 
Welleniange von 260 nm ermittelt. Die Qualitat der RNA wird 
durch die photometrische Bestimmung des Verhaltnisses der 
Lichtabsorption bei 260 nm zu derjenigen bei 280 nm bestimmt. 
Die Ergebnisse der Isolierungen mit den verschiedenen 
hydrophoben Membranen sind in der nachf olgenden Tabelle 3 
auf gefuhrt.. Es werden 3 - 5 Parallelversuche pro Membran 
durchgef uhrt und jeweils der Mittelwert errechnet. Durch die 
Verwendung einer Silica-Membran kann kein melibarer Anteil an 
Gesamt-RNA isoliert werden, wenn das Eluat durch eine Abnahme 
von oben von der Membran gewonnen wird. 

Tabelle 3: RNA-Ausbeute der nach Beispiel 3 isolierten 
Gesamt-RNA durch Bindung an hydrophobe Membranen 
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Hersteller 


Membran 


iviaicriai 


RNA 




Pall 


Hydrolon, 1,2 um 


nyuropnoocb i^jriun 


6.53 


1,7 


Pail 


Hydrolon, 3 ^m 


nyoropnoDcs iNyiuri 


9J9 


1,72 


Pall 


Fluoro Trans G 


nvoropnoocs roiyvuiy iiucnuiiiuvi im 


6,16 


1,72 


Pall 


Fluoro Trans W 


hydropnobes r oiyvinyiiucnaiiiuonu 


5,4 


1,9 


Pall 


Bio Trace 


nyaropnobes roiyvinyiiaenairiuonu 


4,3 


1,97 


Pall 


Supor-450 PR 


hydrophobes Polyethersulfon 


3,96 


1,76 


Pall 


V-800 R 


hyaropnobes Acryiac-uopoiymcr 


6.26 


1,72 


Pall 


Versapor - 1200R 


hydropnobes Acryiat-L^opoiymcr 


6,23 


1,68 


Pall 


Versapor - 3000R 


hydrophobes Acryiai-v.opoiyiTicr 


3,54 


1,74 


Gore-Tex 


OH 9335 


hydrophobes roiyiecrariuoreinyicn 


I 59 


1,72 


Gore-Tex 


OH 9336 


nvaropnobes roiyieirariuorcinyicn 


2,15 


1,65 


Gore-Tex 


OH 9337 


nydropnODes roiyieirdnuui cin_y icn 


3,6 


1,59 


Gore-Tex 


OH 9316 


nyarOpnOucS rOiyiCLrduuuicuiy icn 


3,61 


L69 


Gore-Tex 


QH 9317 


nyurOpnODSS r Uiy lcu ai mui cmy 1^1 ■ 


2,87 


1,70 


Millipore 


Mitex Memorane 


hvdrophobes Polytetrafluorethylen 


1,98 


1,62 


Millipore 


Durapore 


hydrophobes Polyvinylidendifluorid 


7,45 


1,72 


MSI 


Magna-SH, U2 um 


hydrophobes Nylon 


4,92 


1,69 


MSI 


Magna-SH, 5 jim 


hydrophobes Nylon 


10,2 


1,71 


MSI 


Magna-SH, 10 ^m 


hvdrophobes Nylon 


7,36 


1,76 


MSI 


Magna-SH, 20 um 


hydrophobes Nyion 


7,04 


1,65 


Sartorius 


Typ lis 


hydrophobes Polytetrafluorethylen 


7,6 


1,61 


Mupor 


PM12A 


hydrophobes Polytetrafluorethylen 


6,7 


1,77 


Mupor 


PM3VL 


hydrophobes Polytetratluorethyien 


6,6 


1,77 



Beispiel 3b 

Isolierung von Gesamt-RNA aus HeLa-Zellen durch Bindung an 
hydrophile Membranen 

Entsprechend dem Beispiel 1 werden PlastiksSulen mit 
verschiedenen hydrophilen Membranen hergestellt. Die so 
vorbereitete SSule wird in ein Collection Tube gesetzt, die 
folgenden Isolierungsschritte werden mittels einer 
Zentrifugation durchgef Uhrt . 

Zur Isolierung werden 5x10^ HeLa-Zellen eingesetzt. Die 
folgenden Isolierungsschritte and die Elution der NukleinsSure 
werden wie in Beispiel 3 beschrieben durchgef Uhrt. 
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Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird anschlieaend durch 
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer 
Wellenlange von 260 nm ermittelt. Die Qualitat der RNA wird 
durch die photometrische Bestimmung des Verhaltnisses der 
Lichtabsorption bei 260 nm zu derjenigen bei 280 nm bestimmt. 
Die Ergebnisse der Isolierungen mit den verschiedenen 
hydrophilen Membranen sind in der nachfolgenden Tabelle 3b 
aufgefuhrt. Es werden 2 - 5 Parallelversuche pro Membran 
durchgefuhrt und jeweils der Mittelwert errechnet. Durch die 
Verwendung einer Silica-Membran kann kein meBbarer Anteil an 
Gesamt-RNA isoliert werden, wenn das Eluat durch eine Abnahme 
von oben von der Membran gewonnen wird. 

Tabelle 3b: RNA-Ausbeute der nach Beispiel 3b isolierten 
Gesamt-RNA durch Bindung an hydrophile Membranen 




Pall 



Pall 
Pall 



Supor - 800 



Supor-450 



hvdrophiles Polyethersulfon 



hvdrophiles Polyethersulfon 



4,69 



1,69 



Pall 



Supor - 100 



hvdrophiles Polyethersulfon 



Hemasep V 



hvdrophiles Polyester 



Hemasep L 



hydroph iles Polyester 



4,16 

6,67 



1J4 



1,65 



Pall 



Pall 



Pall 



Gore-Tex 



Leukosorb 



hvdrophiles Polyester 



Premium Release 



hydrophile Polyestermcmbran 



Polypro - 450 



hvdrophiles Polypropylen 



OH 9339 



hvdrophiles Polytetrafluorethylen 



L5 
1,66 



5,09 



1,08 
3,97 



1,63 
1,78 



U65 
1,67 



Gore-Tex 



OH 9338 



hvdrophiles Polytetrafluorethylen 
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Gore-Tex 


OH 9318 


hydrophiles Polytetrafiuorethylen 


1 61 


1,69 


Miilipore 


Durapore 


hydrophilisiertes Polyvinyiidendifluorid 


5,6 


1,69 


Miilipore 


Durapore 


hydrophilisiertes Polyvinyiidendifluorid 




L68 


Miilipore 


LCR 


hvdrophilisienes Polytetrafiuorethylen 


3,14 


1,66 


Sartorius 


Typ 250 


hvdrophiles Polyamid 


4,3 


1,66 


Sartorius 


Typ 113 


hvdrophiles Cellulose-Nitrat 


1,8 


U86 


Sartorius 


Typ 113 


hvdrophiles Cellulose-Nitrat 


1,9 


U74 


Infiltec 


Polycon, 0,01 


hydrophiles Polycarbonat 


0,17 
0,73 


1,64 
L68 


Infiltec 
Infiltec 


Polycon, OA 
Polycon, i 


hydrophiles Polycarbonat 
hydrophiles Polycarbonat 


3,33 


1,86 



Beispiel 4 

Isolierung freier RNA aus waiiriger Losung 

Entsprechend dem Beispiel 1 warden Piastiksaulen mit 
verschiedenen hydrophoben Membranen hergestellt. 
100 pi einer Gesamt-RNA enthaltenden walirigen Losung werden 
mit 350 III eines kommerziell erhaltlichen Guanidinium- 
Isothiocyanat enthaltenden Lysepuffers - z.B. RLT-Puffer der 
Fa. QIAGEN - vermischt. Anschlieftend werden 250 pi Ethanol 
zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Dieses 
Gemisch wird dann auf die Saule aufgetragen und durch 
Zentrifugation (10000 x g; 1 Minute) durch die Membran 
gefuhrt. Die Membranen werden anschlieliend zweimal mit einem 
Puffer - z.B. RPE der Fa. QIAGEN - gewaschen. Der Puffer wird 
jeweils durch Zentrifugation durch die Membranen gefUhrt. Der 
letzte Waschschritt wird bei 20000 x g durchgefahrt, urn die 
Membranen zu trocknen. 

AbschlieBend wird die RNA wie bereits im Beispiel 1 
beschrieben mit RNase-freiem Wasser eluiert und mittels einer 
Pipette von der Membran von oben abgenommen. 

Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird anschliefiend durch 
photometrische Messung der Lichtabsorption bei 



einer 
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wellenlange von 260 nm ermittelt und die Qualitat der RNA 
durch die photometrische Bestimmung des Verhaltnisses der 
Lichtabsorption bei 260 nm zu derjenigen bei 280 nm bestimmt. 
Die Ergebnisse der Isolierungen mit den verschiedenen 
hydrophoben Membranen sind in der nachf olgenden Tabelle 4 
aufgefuhrt. Es werden 3 - 5 Parallelversuche pro Membran 
durchgefUhrt und jeweils der Mittelwert errechnet. Durch die 
Verwendung einer Silica-Membran kann kein melibarer Anteil an 
Gesamt-RNA isoliert werden, wenn das Eluat durch eine Abnahme 
von oben von der Membran gewonnen wird. 

Tabelle 4: Isolierung freier RNA aus wSIiriger Losung durch 
Bindung an hydrophobe Membranen 




Pall 



V-800 R 



hydrophobes Acrylat-Copolymer 



hydrophobes Polytetrafluorethylen 



2,74 
4.35 



1,63 
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Beispiel 4b 

Isolierung freier RNA aus wafiriger Losung durch Bindung an 
hydrophile Membranen 

Entsprechend dem Beispiel 1 werden Plastiksaulen mit 
verschiedenen hydrophilen Membranen hergestellt. 
100 \il einer Gesamt-RNA enthaltenden walbrigen Losung werden 
mit 350 vil eines kommerziell erMltlichen Guanidinium- 
Isothiocyanat enthaltenden Lysepuffers - z.B. RLT-Puffer der 
Fa. QIAGEN - vermischt. AnschlieBend werden 250 pi Ethanol 
zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Dieses 
Gemisch wird dann auf die SMule aufgetragen und entsprechend 
Beispiel 4 durch die Membran gefuhrt, gewaschen und 
getrocknet. 

Abschllieliend wird die RNA wie bereits im Beispiel 1 
beschrieben mit RNase-freiem Wasser eluiert und mittels einer 
Pipette von der Membran abgenommen. 

Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird anschlieliend durch 
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer 
Wellenlange von 260 nm ermittelt und die Qualitat der RNA 
durch die photometrische Bestimmung des Verhaltnisses der 
Lichtabsorption bei 260 nm zu derjenigen bei 280 nm bestimmt. 
Die Ergebnisse der Isolierungen mit den verschiedenen 
hydrophilen Membranen sind in der nachf olgenden Tabelle 4b 
auf gefuhrt. Es werden 2 - 5 Parallelversuche pro Membran 
durchgefUhrt und jeweils der Mittelwert errechnet. Durch die 
Verwendung einer Silica-Membran kann kein melibarer Anteil an 
Gesamt-RNA isoliert werden, wenn das Eluat durch eine Abnahme 
von oben von der Membran gewonnen wird. 
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Tabelle 4b: Isolierung freier RNA aus wafiriger Losung durch 
Bindung an hydrophile Membranen 



Hersteller 



Pall 



Pall 



Pall 



Pali 



Membran 



Material 



Loprodyne 



hydrophiles Nylon 



Loprodyne 



hydrophiles Nylon 



Biodyne A 



hydrophiles Nylon 



Biodyne A 



hydrophiles Nylon 



RNA 
(^g) 



2 

1,4 



4,5 



3,1 



K8 
L87 



U93 



1,9 



Pall 



Pall 



Biodyne B 



hydrophiles Nylon 



Biodyne B 



hydrophiles Nylon 



Biodyne C 



hydrophiles Nylon 



1,7 
1,2 



3,7 
3,1 



1,94 
1,94 



1,93 



Pall 



Pall 



Pall 



Pall 



Biodyne C 



hydrophiles Nylon 



Biodyne plus 



hydrophiles Nylon 



I.C.E.-450 



hydrophiles Polyethersulfon 



LC-E.-450sup 



hydrophiles Polyethersulfon 



1,1 
1,92 



0,87 
3,93 



1,87 



1,82 



1,67 
K74 



Pall 



Pall 



Supor - 800 



hydrophiles Polyethersulfon 



Supor - 450 



hydrophiles Polyethersulfon 



U78 
1,04 



1J4_ 
1,68 



Pall 



Pall 



Pall 



Pall 



Gore-Tex 



Supor- 100 



Hemasep V 



Hemasep L 



Polypro-450 



OH 9339 



hydrophiles Polyethersulfon 



hydrophiles Polyester 



hydrophiles Polyester 



hydrophiles Polypropylen 



hydrophiles Polytetrafluorethylen 



OH 9338 



hydrophiles Polytetrafluorethylen 



4 
0,47 



5,09 



0,43 



3,63 



,79 



2,1 



1,78 
1,48 



1,64 
1,67 



Gore-Tex 



Millipore 



Millipore 



Sartorius 



Sanorius 



Sartorius 



Sartorius 



QH 9318 



hydrophiles Polytetrafluorethylen 



Durapore 



hydrophilisiertes Polyvinylidendifluorid 



LCR 



ihydrophilisiertes Polytetrafluorethylen 



Typ 250 



hydrophiles Polyamid 



Typ 111 



hydrophiles Cellulose-Acetat 



Typ 111 



hydrophiles Cellulose-Acetat 



Typ 111 



hydrophiles Cellulose-Acetat 



5,92 



1,18 



2,7 
1,6 



2,2 
0,3 



1,79 



1,72 



1,7 



1,85 



2,1 



2,01 
1,88 



Sartorius 



Sartorius 



Typ 113 



hydrophiles Cellulose-Nitrat 



Typ 113 



hydrophiles Cellulose-Nitrat 



3,8 



1,87 



Beispiel 5 

Isolierung von Gesamt-RNA aus 
der Porengrolie der Membran 



HeLa-Zellen in AbhSngigkeit von 



wo 00/24927 



57 



PCT/EP99/02664 



Entsprechend dem Beispiel 1 werden PlastiksSulen mit 
verschiedenen hydrophoben Membranen unterschiedlicher 
Porengreiie hergestellt. 

Nach Beispiel 3 wird ein Zell-Lysat aus 5x10^ HeLa-Zellen 
hergestellt und uber die Saulen- gefuhrt. AnschlieBend werden 
die Membranen mit den kommerziell erMltlichen Puffern RWl und 
RPE der Fa, QIAGEN mittels Zentrifugation gewaschen. Der 
letzte Zentrifugationsschritt wird bei 20000 x g fur 2 Minuten 
durchgefUhrt, urn die Membranen zu trocknen. Die Elation wird 
wie in Beispiel 1 beschrieben durchgefUhrt. 

Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle 5 aufgefuhrt. 
Es werden 3-5 Parallelversuche pro Membran durchgefUhrt und 
jeweils der Mittelwert errechnet. 

Tabelle 5: RNA-Ausbeute der isolierten Gesamt-RNA durch 

Bindung an hydrophobe Membranen unterschiedlicher 
Porengreiie 



Hersteller 


Membran 


Material 


Porengr. 
(^m) 


RNA 
(Hg) 




Infiltec 


Polycon 0,01 


hydrophiles Polycarbonat 


0,01 


0,17 


1,64 


Pall 


Fluoro Trans G 


hydrophobes Polyvinylidendifluorid 


0,2 


6,16 


1,72 


Pall 


Supor-450 PR 


hydrophobes Polyethersulfon 


0,45 


3,96 


1,76 


Millipore 


Durapore 


hydrophobes Polyvinylidendifluorid 


0,65 


7,45 


1,72 


MSI 


Magna-SH 


hydrophobes Nylon 


U2 


4,92 


1,69 


MSI 


Magna-SH 


hydrophobes Nylon 


5 


10,2 


1,71 


MSI 


Magna-SH 


hydrophobes Nylon 


10 


7,36 


1,76 


MSI 


j Magna-SH 


hydrophobes Nylon 


20 


7,04 


L65 



Beispiel 6 

Stabilitat und Qualitat isolierter Gesamt-RNA aus HeLa-Zellen 
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Entsprechend dem Beispiel 1 werden Piastiksaulen mit einer 
koitimerziell erhSltlichen Membran {Fa. Pall, Hydrolon der 
PorengroBe 3 ^m) hergestellt. 

Nach Beispiel 3 wird ein Zell-Lysat aus 5x10^ HeLa-Zellen 
hergestellt und uber die Saulen gefuhrt. AnschlieSend werden 
die Membranen mit den kommerziell erhaitlichen Puffern RWl und 
RPE der Fa. QIAGEN mittels Zentrifugation gewaschen. Der 
letzte Zentrifugationsschritt wird bei 20000 x g fur 2 Minuten 
durchgefuhrt, urn die Membranen zu trocknen. Die Elution wird 
wie in Beispiel 1 beschrieben durchgefUhrt . 

Die isolierte Gesamt-RNA wird fur 16 Stunden bei 37 °C 
inkubiert und anschliefiend auf ein nicht denaturierendes 
Agarosegel aufgetragen und analysiert. Es zeigte sich, daB die 
RNA keiner Degradation unterlag. Die mit der oben 
beschriebenen Methode isolierte RNA zeigt keine 
verunreinigungen mit Nukleinsaure abbauenden Enzymen und hat 
somit eine hohe Qualitat. 



Beispiel 7 

Isolierung freier RNA aus waBriger L5sung durch Bindung an 
eine hydrophile Membran in einer 96-Well-Platte 

Es wird eine 96-Well-Platte mit einer hydrophilen 
Polyvinylidendifluorid Membran (Durapore, 0,65 ^m der Fa. 
Millipore) verwendet. 

5,3 ml einer Gesamt-RNA enthaltenden waBrigen Losung werden 
mit 18,4 ml eines kommerziell erhaitlichen Guanidinium- 
Isothiocyanat enthaltenden Lysepuffers - z.B. RLT-Puffer der 
Fa. QIAGEN - vermischt. AnschlieBend werden 13,1 ml Ethanol 
zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Pro Well 
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werden 350 ]il dieses Gemisches aufgetragen und durch Anlegen 
eines Vakuums durch die Membran gefuhrt. Die Merabranen werden 
anschlieRend zweimal mit einem Puffer - z.B. RPE der Fa. 
QIAGEN - gewaschen. Der Puffer wird jeweils durch das Anlegen 
eines Vakuums durch die Membranen gefuhrt. Nach dem letzten 
Waschschritt wird die Platte einmal auf einem Papiertuch 
abgetupft und anschlieftend fUr 5 Minuten durch Anlegen eines 
Vakuums getrocknet. 

Abschlieliend wird die RNA wie bereits im Beispiel 1 
beschrieben mit RNase-freiem Wasser eluiert und mittels einer 
Pipette von der Membran abgenommen. 

Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird anschlieliend durch 
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer 
Wellenlange von 260 nm ermittelt und der Mittelwert sowie die 
Standardabweichung fur die gesamte Platte berechnet. Der 
Mittelwert betragt 8,4 pg mit einer Standardabweichung von 0,7 
\iq. 



Beispiel 8 

Isolierung von Gesamt-RNA mittels Kapiliarkraf te 

Es wird eine 96-Well-Platte mit einer hydrophilen 
Polyvinylidendifluorid Membran {Durapore, 0,65 m der Fa. 
Millipore) verwendet. 

33 pi einer Gesamt-RNA enthaltenden walirigen Losung werden mit 
110 pi eines kommerziell erhaltlichen Guanidinium- 
Isothiocyanat enthaltenden Lysepuffers - z.B. RLT-Puffer der 
Fa. QIAGEN - vermischt. Anschlieliend werden 7 8 pi Ethanol 
zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Pro Well 
werden 4 5 ul dieses Gemisches aufgetragen. Ein saugstarker 
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Haushaltsschwamm wird mit Wasser befeuchtet und die 96-Weli- 
Platte mit der Membranunterseite auf den Schwamin gesetzt. Das 
RNA-Gemisch wird mittels KapillarkrSf te durch die Membran 
gefuhrt. Die Membranen werden anschlieliend zweimal mit einem 
Puffer - z.B. RPE der Fa. QIAGEN - gewaschen. Der Puffer wird 
ebenfalls durch Aufsetzen der Platte auf den Schwamm durch die 
Membran gefuhrt. Nach dem letzten Waschschritt wird die Platte 
fur 5 Minuten an der Luft getrocknet. 

Abschlieliend wird die RNA wie bereits im Beispiel 1 
beschrieben mit RNase-freiem Wasser eluiert und mittels einer 
Pipette von der Membran abgenommen. 

Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird anschlieliend durch 
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer 
Welleniange von 260 nm ermittelt und der Mittelwert sowie die 
Standardabweichung fUr die gesamte Platte berechnet. Der 
Mittelwert betragt 5,9 pg mit einer Standardabweichung von 0,7 



Beispiel 9 

isolierung von genomischer DNA aus wafiriger Ldsung mittels 
eines Guanidinium-Hydrochlorid-haltigen Puffers 

Entsprechend Beispiel 1 werden Plastiksaulen mit hydrophoben 
Membranen (beispielsweise Magna-SH, 5 m cler Fa. MSI) 
hergesteilt. Die Durchfuhrung der Aufreinigung wird mit 
handelsUblichen Puffern der Fa. QIAGEN durchgef uhrt . 
200 ul einer waiirigen Losung genomischer DNA aus Lebergewebe 
werden in PBS-Puffer hergesteilt. Zu dieser L5sung werden 200 
]il eines Guanidinium-Hydrochlorid-haltigen Puffers - z.B. AL 
der Fa. QIAGEN - gegeben und vermischt. Anschlieliend werden 
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210 vil Ethanoi zugegeben und durch Vortexen verraischt. Das 
Gemisch wird entsprechend Beispiel 3 auf die Saule gegeben und 
durch Zentrifugation durch die Membran gefuhrt. Die Membran 
wird anschlieliend mit einem alkoholhaltigen Puffer - z.B. AW 
der Fa. QIAGEN - gewaschen und getrocknet. Die Elution wird 
wie in Beispiei 1 beschrieben durchgef uhrt . Es werden drei 
Parallelversuche durchgef uhrt und der Mittelwert errechnet. 
Die Menge an isolierter DNA wird anschliefiend durch 
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer 
Welleniange von 260 nm ermittelt und betragt ca . 30 % der 
Ausgangsmenge. Das VerhSltnis der Absorption bei 260 nm zu 
derjenigen bei 280 nm betrSgt 1,82. 



Beispiel 10 

Isolierung von genomischer DNA aus waliriger L5sung durch 
Bindung an hydrophobe Membranen mittels eines Guanidinium- 
Isothiocyanat enthaltenden Puffers. 

Entsprechend dem Beispiel 1 werden Piastiksaulen mit 
verschiedenen Membranen hergestellt. 

100 Ml einer Gesamt-DNA enthaltenden walirigen Losung werden 
mit 350 .]xl eines Guanidinium-Isothiocyanat enthaltenden 
Lysepuffers (4 M GITC, 0,1 M MgSO^, 25 mM Na-Citrate, pH 4) 
vermischt. Anschliefiend werden 250 ^xl Ethanoi zugegeben und 
durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Dieses Gemisch wird 
dann auf die Saule aufgetragen und durch Zentrifugation (10000 
X g; 1 Minute) durch die Membran gefuhrt. Die Membranen werden 
anschlieliend zweimal mit einem Puffer - z.B. RPE der Fa. 
QIAGEN - gewaschen. Der Puffer wird jeweils durch 
Zentrifugation durch die Membranen gefuhrt. Der letzte 
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Waschschritt wird bei 20000 x g durchgef uhrt, urn die Membranen 
zu trocknen. Die Elution wird wie in Beispiel 1 durchgef uhrt . 
Es warden 3 Parallelversuche pro Membran durchgefuhrt und 
jeweils der Mittelwert errechnet. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 aufgefuhrt. 

Tabelle 6: DNA-Ausbeute aus waliriger Losung durch Bindung 
an hydrophobe Membranen 



Herstelier 


Membran 


Material 


DNA (^ig) 


Pall 


Hydrolon, 1,2 urn 


hvdrophobes Nylon 


1,3 


Pall 


Supor-450 PR 


hydrophobes Polyethersulfon 


2,2 


Millipore 
Miliipore 


Fluoropore 
Durapore 


hvdrophobes Polytetrafluorethylen 
hydrophobes Polyvinyiidendifluorid 


1,1 
U2 



Beispiel 11 

Isolierung von genomischer DNA aus Gewebe 

Entsprechend Beispiel 1 werden Plastiksaulen mit hydrophoben 
Membranen (beispielsweise Magna-SH, 5 pm der Fa. MSI) 
hergestellt. Die Durchfuhrung der Aufreinigung wird mit 
handelsublichen Puffern der Fa. QIAGEN, durchgef iihrt. 
10 mg Nierengewebe (Maus) werden mit 180 |il Puffer ATL 
versetzt und durch einen mechanischen Homogenisator zermahlen. 
Anschlieliend wird Proteinase K (ca. 0,4 mg gelost in 20 \xl 
Wasser) zum Ansatz gegeben und bei 55 °C fur 10 Minuten 
inkubiert. Nach Zusatz von 200 pi eines Guanidinium- 
Hydrochlorid-haltigen Puffers - z.B. AL der Firma QIAGEN - 
Mischen und einer 10 minUtigen Inkubation bei 70 »C werden 200 
Ul Ethanol unter den Ansatz gemischt. Dieses Gemisch wird auf 
die saule gegeben und durch Zentrifugation uber die Membran 
gefUhrt. Die Membran wird mit alkoholhaltigen Puffern - z.B. 
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AWl und AW2 der Fa. QIAGEN - gewaschen und anschlieiiend durch 
Zentrifugation getrocknet. Die Elution wird wie in Beispiel 1 
beschrieben durchgef uhrt . Es werden drei Parailelversuche 
durchgefuhrt und der Mittelwert errechnet. 

Die Menge an isolierter DNA wird anschlieiiend durch 
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer 
Welienlange von 260 nm ermittelt und betragt im Durchschnitt 
9,77 pg. Das Verhaltnis der Absorption bei. 260 nm zu 
derjenigen bei 280 nm betragt 1,74. 



Beispiel 12 

Isolierung von genomischer DNA aus Biut 

Entsprechend Beispiel 1 werden Plastiksaulen mit hydrophoben 
Membranen (beispielsweise Magna-SH, 5 m der Fa. MSI) 
hergestellt. Die Durchfuhrung der Aufreinigung wird mit 
handelsOblichen Puffern der Fa. QIAGEN durchgefuhrt. 
200 pi Blut werden mit 200 pi AL und 20 pi QIAGEN Protease 
versetzt, grundlich durchmischt und 10 Minuten bei 56 °C 
inkubiert. Nach Zusatz von 200 pi Ethanol wird der Ansatz 
gemischt, auf die Saule gegeben und durch Zentrifugation uber 
die Membran gefuhrt. Die Membran wird mit alkoholhaltigen 
Puffern - z.B. AWl und AW2 der Fa. QIAGEN - gewaschen und 
anschlieiiend durch Zentrifugation getrocknet. Die Elution wird 
wie in Beispiel 1 beschrieben durchgefuhrt. 

Die Menge, an isolierter DNA wird anschlieiiend durch 
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer 
Welienlange von 260 nm ermittelt und betragt 1,03 ug. Das 
Verhaltnis der Absorption bei 260 nm zu derjenigen bei 280 nm 
betragt 1,7. 
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Beispiel 13 

Isolierung von Gesamt-RNA aus einem RNA-DNA-Gemisch 

Entsprechend dem Beispiel 1 warden Plastiksaulen mit 
hydrophoben Mertibranen (beispielsweise Hydrolon 1,2 der Fa. 
Pall) hergestellt. 

275 ]xl einer Gesamt-RNA und genomische DNA enthaltenden 
waiirigen L6sung werden mit 175 pi eines konmierziell 
erhaltlichen Guanidinium-Isothiocyanat enthaltenden 

Lysepuffers - z.B. RLT-Puffer der Fa. QIAGEN - vermischt. 
Anschlieliend werden 250 pi Ethanol zugegeben und durch Auf- 
und Abpipettieren gemischt. Dieses Gemisch wird dann auf die 
Saule aufgetragen und entsprechend Beispiel 4 durch die 
Meitibran gefiihrt, gewaschen und getrocknet. Der Durchbruch aus 
dem ersten Zentrifugationsschritt wird auf eine kommerziell 
erhaltliche Mini-Spin-SSule (beispielsweise QIAamp Mini-Spin- 
saule der Fa. QIAGEN) aufgetragen und durch Zentrif ugation 
durch die Membran gebracht. Die weiteren Waschschritte werden 
wie in Beispiel 4 durchgeftihrt . 

Abschlieliend werden die Nukleinsauren mit 140 pi RNase-freiem 
Wasser mittels einer Zentrif ugation (10000 x g, 1 Minute) 
eluiert und in einem nicht denaturierenden Agarosegel 
analysiert (Fig. 7). Mit der hier beschriebenen Methode laBt 
sich die Gesamt-RNA von der genomischen DNA weitgehend 
trennen. 

Fig. 7 zeigt ein Ethidiumbromid-gef arbtes Gel einer 
elektrophoretischen Auftrennung zweier verschiedener Eluate. 
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Spur 1: Isolierung von total RNA mittels einer hydrophoben 
Nylonmembran; 

Spur 2: Isolierung von genomischer DNA aus dera Durchbruch 
mittels einer QIAamp Mini-Spin-Saule der Fa. QIAGEN. 



Beispiel 14 

Isolierung von Plasmid-DNA aus wSliriger Losung durch Bindung 
an hydrophobe und hydrophile Membranen 

Entsprechend dem Beispiel 1 werden Plastiksaulen mit 
verschiedenen Membranen hergestellt. 

100 Ml einer Plasmid enthaltenden walirigen Losung (pCMV" der 
Fa. Clontech) werden mit 350 pi eines Guanidinium- 
isothiocyanat enthaltenden Lysepuffers (4 M GITC, 0,1 M MgSO., 
25 mM Natrium-Acetat, pH 4) vermischt. Anschiieliend werden 250 
Vil Isopropanol zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren 
gemischt. Dieses Gemisch wird dann auf die Saule aufgetragen 
und entsprechend Beispiel 4 durch die . Membran gefuhrt, 
gewaschen und getrocknet. 

Abschlieliend wird die Plasmid-DNA wie bereits im Beispiel 1 
beschrieben mit RNase-freiem Wasser eluiert und mittels einer 
Pipette von der Membran abgenommen. 

Die Menge an isolierter Plasmid-DNA wird anschiieliend durch 
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer 
Wellenlange von 260 nm ermittelt. 

Die Ergebnisse der Isolierungen mit den verschiedenen 
Membranen sind in der nachf olgenden Tabelle auf gefuhrt. Es 
werden 3 Parallelversuche pro Membran durchgefvihrt und jeweils 
der Mittelwert errechnet. 
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Tabelle 7: Piasmid-DNA-Ausbeute aus wafiriger Losung durch 
Bindung an Membranen 




Pal) 



Hydrolon, 1.2 \xm 



Material 

hydrophobes Nylon 



Pall 



Pail 



Pall 



Pall 



Pall 



Pall 



Pall 



Pall 



Pall 



Pall 



Pall 



Fluoro Trans G 



hydrophobes Polyvinylidendifluorid 



I.C.E.-450 



hvdrophiles Polyethersulfon 



LC.E.-450sup 



hvdrophiles Polyethersulfon 



Supor-450 PR 



hydrophobes Polyethersulfon 



Supor-200 PR 



hydrophobes Polyethersulfon 



Supor-800 



hydrophiles Polyethersulfon 



Supor-450 



hydrophiles Polyethersulfon 



Supor-lOO 



V-SOO R 



Versapore - 1200R 



Polypro - 450 



hydrophiles Polyethersulfon 



hydrophobes Acrylat-Copolymer 



hydrophobes Acrylat-Copolymer 



hydrophiles Polypropylen 



2,2 



0,8 



1,5 



4,7 



0,5 



0,9 



I 



K5 



0,2 
1,4 



Gore-Tex 



Gore-Tex 



Millipore 



Millipore 



QH 9318 



OH 9335 



hydrophiles Polytetrafluorethylen 



hydrophobes Polytetrafluorethylen 



Durapore, 0,65 



hydrophilisiertes Polyyinylidendifluorid 



Durapore, 0,65 



Magna-SH, 1,2 urn 



hydrop hobes Polyvinylidendifluorid 
hydrophobes Nylon 



4,3 
1,8 



1,7 



1,1 



Beispiel 15 

immobilisierung von Gesamt-RNA aus waBriger Losung mittels 
unterschiedlicher chaotroper Agenzien 

Entsprechertd Beispiel 1 warden PlastiksSulen mit hydrophoben 
Membranen hergestellt. 

Jeweils 100 Ml einer Gesamt-RNA enthaltenden waBrigen Losung 
werden mit 350 pi verschiedener Lysepuffer, die Guanidinium- 
Isothiocyanat (GITC) bzw. Guanidinium-Hydrochlorid (GuHCl) in 
unterschiedlichen Konzentrationen enthalten, vermischt . 
Anschlieliend werden 250 pi Ethancl zugegeben and durch Auf- 
und Abpipettieren gemischt. Dieses Gemisch wird dann auf die 
Saule aufgetragen und durch Zentrif ugation (10000 x g; 1 
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Minute) durch die Membran gefuhrt. Die Membranen werden 
anschlielJend zweimal mit einem alkoholhaltigen Puffer - z.B. 
RPE der Fa. QIAGEN - gewaschen. Der Puffer wird jeweiis durch 
Zentrifugation durch die Membran gefuhrt. Der letzte 
Waschschritt wird bei 20000 x g durchgefuhrt , urn die Membran 
zu trocknen. Die Elution wird wie in Beispiel 1 durchgef uhrt . 
Es werden Doppelbestimmungen durchgef uhrt und jeweiis der 
Mittelwert angegeben. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 auf gefuhrt. 



Tabelle 8: RNA-Ausbeute aus 

chaotroper Agenzien 



waBriger Losung mittels 



Membran 



chaotropes Agens und IConzentration im 
Bindeansatz 



Ausbeute an Gesamt-RNA (^ig) 



Hydrolon, 1,2 ^im 



Hydrolon, 1,2 



Hydrolon, 1,2 



Fluoro Trans G 



GITC, 500 mM 



GITC. 1 M 



GITC, 3 M 



GITC, 500 mM 



GITC, I M 



0,9 



0,4 



1.25 
0,6 



Fluoro Trans G 



Hydrolon, 1,2 urn 



Hydrolon, 1,2 ^im 
Hydrolon, 1,2 



GITC, 3 M 
GuHCl, 500 mM 



2,6 



GuHCl, 1 M 



6,7 



Fluoro Trans G 



Fluoro Trans G 



GuHCl, 3 M 



GuHCl, 500 mM 



GuHCl, 1 M 



0,4 

1,25 



[GuHCl, 3 M 



0,6 



Beispiel 16 

Immobilisierung von Gesamt-RNA 
unterschiedlicher Alkohole 

Entsprechend Beispiel 1 werden 
Membranen hergestellt. 



aus waliriger Losung mittels 



Plastiksaulen mit hydrophoben 
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100 lil einer Gesamt-RNA enthaltenden walirigen Losung werden 
mit 350 til eines Guanidinium-Isothiocyanat enthaltenden 
Lysepuffers (Konzentration 4 M) vermischt. AnschlieBend werden 
unterschiedliche Mengen an Ethanol bzw. Isopropanol zugegeben 
und mit RNase-freiem Wasser auf 700 pi aufgefullt und 
gemischt. Dieses Gemisch wird dann auf die Saule aufgetragen 
und entsprechend Beispiel 4 durch die Membran gefuhrt und 
gewaschen. Die Elution erfolgte wie in Beispiel 1. Es werden 
Doppelbestimmungen durchgefuhrt und jeweils der Mittelwert 
angegeben. 

Die- Ergebnisse sind in Tabelle 9 auf gefuhrt. 



Tabelle 9: RNA-Ausbeute aus waBriger Losung 

unterschiedlichen Alkoholen im Bindeansatz 



mit 



Membran 



Hydrolon, 1,2 



Hydrolon, 1,2 ^im 



Hydrolon, 1,2 



Durapore, 0,65 ^im 



Durapore, 0,65 |>im 



Durapore, 0,65 urn 



Hydrolon, 1,2 ^im 



Alkohol und Konzentration im 
Bi ndeansatz 
Ethanol, 5 % 



Ethanol, 30% 



Ethanol, 50 % 



Ethanol, 5 % 



Ausbeuie an Gesamt-RNA (fig) 



0>7 



2,85 



4,5 



Ethanol, 30 % 



Ethanol, 50 % 



Isopropanol, 5 % 



0,4 



1,25 



0,6 



0,35 
4,35 



Hydrolon, 1,2 \xxn 



Hydrolon, 1,2 
Durapore, Q>65 fim 



Isopropanol, 30 % 



Isopropanol, 50 % 



3,2 



Isopropanol, 10 % 



1,35 



Durapore, 0,65 |xm 



Isopropanol, 30 % 



4,1 



Isopropanol, 50 % 



3,5 



Beispiel 17 

Immobilisierung von Gesamt-RNA aus waBriger Losung 
unterschiedlichen pH-Werten 
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Entsprechend Beispiel 1 werden Plastiksaulen mit hydrophoben 
Membranen hergestellt. 

100 lil einer Gesamt-RNA enthaltenden w^Brigen L5sung werden 
mit 350 pi eines Guanidinium-Isothiocyanat enthaltenden 
Lysepuffers (Konzentration 4 M) vermischt. Der Puffer enthalt 
25 mM Natrium-Citrat und wird auf unterschiedliche pH-Werte 
mittels HCl bzw. NaOH eingestellt. AnschlieBend werden 250 yl 
Ethanol zugegeben und gemischt. Dieses Gemisch wird dann auf 
die Saule aufgetragen und entsprechend Beispiel 4 durch die 
Membran gefiihrt und gewaschen. Die Eluticn erfolgte wie in 
Beispiel 1. Es werden Doppelbestimmungen durchgefuhrt und 
jeweils der Mittelwert angegeben. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle 10 aufgefuhrt. 



Tabelle 10: RNA-Ausbeute aus waliriger Losung 
unterschiedlichen pH-Werten im Bindeansatz 



mit 



Membran 



Hydrolon, 1,2 ^im 



Hydrolon, 1,2 \xm 
Hydrolon, 1,2 



pH-Wert im Bindeansatz 



pH3 



pH9 



pH 11 



Ausbeute an Gesamt-RNA (^g) 



0,15 
1,6 



0,05 
0,45 



Fluoro Trans G 



pH I 



Fluoro Trans G 



pH9 



Fluoro Trans G 



pH U 



2,85 
0,25 



Beispiel 18 

Immobilisierung von Gesamt-RNA aus waliriger Losung mittels 
unterschiedlicher Salze 

Entsprechend Beispiel 1 werden Plastiksaulen mit einer 
hydrophoben Membran hergestellt. 

100 vil einer Gesamt-RNA enthaltenden waflrigen' Losung werden 
mit 350 \il eines salzhaltigen Lysepuffers {NaCl, KCl, MgSO,) 
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vermischt. Anschlieliend werden 250 ul H2O oder Ethanol 
zugegeben und gemischt. Dieses Gemisch wird dann auf die Saule 
aufgetragen und entsprechend Beispiel 4 durch die Membran 
gefUhrt, gewaschen und eluiert. Es werden Doppelbestimmungen 
durchgefahrt und jeweils der Mittelwert angegeben. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 aufgefUhrt. 



Tabelle 11: RNA-Ausbeute aus wSliriger Losung 
verschiedenen Salzen im Bindeansatz 



Membran 


Salz-Konzentration im Bindeansatz 


Ausbeute an Gesamt-RNA (^ig) 


Hydrolon, 1,2 ^m 


NaCl, 100 mM: ohne Ethanol 


0,1 


Hydrolon, 1,2 urn 


NaCl, I M; ohne Ethanol 


0,15 


Hydrolon, 1,2 ^m 


NaCl, 5 M; ohne Ethanol 


0,3 


Hydrolon, 1,2 fj.m 


KCl, 10 mM; ohne Ethanol 


0,2 


Hydrolon, 1,2 fim 


KCl, 1 M; ohne Ethanoi 


0,1 


Hydrolon, 1,2 ^m 


KCl, 3 M; ohne Ethanol 


0,25 


Hydrolon, 1,2 ^m 


MaS04, 100 mM; ohne Ethanol 


0,05 


Hydrolon, 1,2 |im 


MgS04, 750 mM; ohne Ethanol 


0,15 


Hydrolon, 1,2 ^im ^ 


MgS04, 2 M; ohne Ethanol 


0,48 


Hydrolon, 1,2 ^im 


NaCl, 500 mM; mit Ethanol 


2,1 


Hydrolon, 1,2 \im 


NaCl, 1 M; mit Ethanol 


1,55 


Hydrolon, 1,2 [xm 


NaCl, 2,5 M; mit Ethanol 


1,35 


Hydrolon, 1,2 ^im 


KCl, 500 mM: mit Ethanol 


1,6 


Hydrolon, 1,2 ^m 


KCl, I M; mic Ethanol 


2,1 


Hydrolon, 1,2 um 


KCl, 1,5 M; mit Ethanol 


3,5 


Hydrolon, L2 ^m 


MgS04, 10 mM: mit Ethanol 


1,9 


Hydrolon, 1,2 \im 


MgS04, 100 mM; mit Ethanol 


4,6 


Hydrolon, 1,2 ^im 


MgS04, 500 M; mit Ethanol 


2 



Beispiel 19 

Immobilisierung von Gesamt-RNA aus walbriger L5sung mittels 
unterschiedlicher Puf f erbedingungen 



Entsprechend Beispiel 1 werden Plastiksaulen mit hydrophoben 
Membranen hergestellt. 
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100 pi einer Gesamt-RNA enthaltenden walirigen Losung warden 
mit 350 pl eines Guanidinium-Isothiocyanat enthaltenden 
Lysepuffers (Konzentration 2,5 M) verraischt. Der Lysepuffer 
wird mit verschiedenen Konzentrationen an Natrium-Citrat, pH 
7, bzw. Natrium-Oxalat, pH 7,2 versetzt. Anschlieliend werden 
250 pi Ethanol zugegeben und gemischt. Dieses Gemisch wird 
dann auf die saule aufgetragen und entsprechend Beispiel 4 
durch die Membran gefUhrt, gewaschen und eluiert. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 aufgefiihrt. Es werden 
Doppelbestimmungen durchgefUhrt und jeweils der Mittelwert 
angegeben. 



Tabelle 12: RNA-Ausbeute aus wSBriger Losung 

verschiedenen Puf f erkonzentrationen im Bindeansa 





Na-Citrat/Na-Oxalat im Lysepuffer 


Ausbeute an Gesamt-RNA (^g) 


Hydrolon, 1,2 ^.m 


Na-Citrat, 10 mM 


2,2 


Hydrolon, 1,2 


Na-Citrat, 100 mM 


2,4 


Hydrolon, 1,2 ^im 


Na-Citrat, 500 mM 


3,55 
iA 


Supor-450 PR 
Supor-450 PR 


Na-Citrat, 10 mM 
Na-Citrat. 100 mM 


K15 


Supor.450 PR 


Na-Citrat. 500 mM 


0,2 


Hydrolon, 1,2 jim 


Na-Oxalat, 1 mM 


1,5 


Hydrolon, 1 ,2 urn 


Na-Oxalat, 25 mM 


1,05 


Hydrolon, 1,2 \im 


Na-Oxalat, 50 mM 


0,9 


Supor-450 PR 


Na-Oxalat, i mM 


1.9 


Supor-450 PR 


Na-Oxalat, 25 mM 


1,3 


Supor-450 PR 


Na-Oxalat, 50 mM 


1,7 



Beispiel 20 

Immobilisierung von Gesamt-DNA aus waliriger Losung mittels 
unterschiedlicher Puf fer subs tanzen 
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Entsprechend Beispiel 1 werden Plastiksauien mit hydrophoben 
Membranen (beispielsweise Hydrolon 1,2 lam der Fa. Pall) 
hergestellt- 

100 pi einer Gesamt-DNA enthaltenden walirigen Losung werden 
rait 350 pl eines Guanidinium-Isothiocyanat enthaltenden 
Lysepuffers (4 M GITC, 0,1 M MgS04) vermischt. Der Lysepuffer 
wird mit verschiedenen Puf f ersubstanzen (Konzentration 25 mM) 
versetzt und auf verschiedene pH-Werte eingestellt. 
Anschlieliend werden 250 pl Ethanol zugegeben und gemischt. 
Dieses Gemisch wird dann auf die Saule aufgetragen und 
entsprechend Beispiel 4 durch die Membran gefUhrt, gewaschen 
und eluiert. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 13 aufgefuhrt. Es werden 
DreifachbestiiTffliungen durchgefuhrt und jeweils der Mittelwert 
angegeben. 



Tabelle 13: DNA-Ausbeute aus wSBriger Lbsung 
verschiedenen Puf f ersubstanzen im Bindeansatz 



mit 



Puffersubstanz 


pH im Lysepuffer 


Ausbeuie an DNA (^g) 


Natrium-Citrat 


pH4 


13 


Natrium-Citrat 


pH5 


0,6 


Natrium-Citrat 


pH6 


1,4 


Natrium-Citrat 


pH7 


0,5 


Natrium-Acetat 


pH4 


0,9 


Natrium-Acetat 


pH5 


1 


Natrium-Acetat 


pH6 


0,6 


Natrium-Acetat 


pH7 


0,5 


Kalium-Acetat 


pH4 


0,6 


Kalium-Acetat 


pH5 


0,9 


Kalium-Acetat 


pH6 


1,2 


Kalium-Acetat 


pH7 


1,4 


Ammonium-Acetat 


pH4 


0,7 


Ammonium-Acetat 


pH5 


0,3 


Ammonium-Acetat 


pH6 


5,7 


Ammonium-Acetat 


pH7 


1.5 


Giycin 


pH4 


0,5 


Giycin 


pH5 


1,1 


Glvcin 


pH6 


L6 
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Giycin 


pH 7 


LI 


Malonat 


pH4 


1,5 


Malonat 


pH5 


0,3 


Malonat 


pH6 


3,1 


Malonat 


pH7 


1,6 


Succinat 


pH4 


2.8 


Succinat 


pH 5 


2,3 


Succinat 


pH6 


2.5 


Succinat 


pH7 


4.7 



Beispiel 21 

Immobilisierung von Gesamt-RNA aus wSIiriger Losung durch 
Phenol 



Entsprechend Beispiel 1 werden Plastiksaulen mit hydrophoben 
Membranen {beispielsweise Hydrolon, 1,2 urn der Fa. Pall) 
hergestellt. 

Walirige RNA-Losung wird mit 700 pi Phenol vermischt und uber 
die Membranen mittels Zentrifugation gefuhrt. Entsprechend 
Beispiel 4 werden die Membranen gewaschen und die RNA eluiert. 
Es werden Doppelbestiramungen durchgefvlhrt und jeweils der 
Mittelwert angegeben. 

Die Menge an isolierter DNA wird anschlieliend durch 
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer 
Welleniange von 260 nm ermittelt und betrSgt im Durchschnitt 
10,95 lag. Das Verhaltnis der Absorption bei 260 nm zu 
derjenigen bei 280 nm betragt 0,975. 



Beispiel 22 



Waschen der immobilisierten Gesamt-RNA unter verschiedenen 
Salzkonzentrationen 
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Entsprechend Beispiei 1 werden Plastiksaulen mit hydrophoben 
Membranen hergestellt. 

100 ul einer Gesamt-RNA enthaltenden wSBrigen Losung werden 
mit 350 ul eines Guanidiniura-Isothiocyanat enthaltenden 
Lysepuffers (Konzentration 4 M) vermischt. AnschlieBend werden 
250 ]il Ethanol zugegeben und gemischt. Dieses Gemisch wird 
dann auf die SSule aufgetragen und entsprechend Beispiei 4 
durch die Membran gefuhrt und gewaschen. Die Membranen werden 
anschliefiend zweimal mit einem Puffer, der unterschiedliche 
Konzentrationen an NaCl und 80 % Ethanol enthalt, gewaschen. 
Der Puffer wird jeweils durch Zentrif ugation durch die 
Membranen gefuhrt. Der letzte Waschschritt wird bei 20000 x g 
durchgefuhrt, um die Membranen zu trocknen. Die Elution 
erfolgt wie in Beispiei 1. Es werden Doppelbestiramungen 
durchgefOhrt und jeweils der Mittelwert angegeben. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle 14 aufgefUhrt. 

Tabelle 14: RNA-Ausbeute aus wafiriger Losung mit NaCl im 
Waschpuffer 





NaCl im Waschpufter 


Ausbeute an Gesamt-RNA (jig) 


Hydrolon, 1,2 ^im 


NaCl, 10 mM 


1,4 


Hydrolon, 1,2 


NaCl, 50 mM 


3,15 


Hydrolon, 1,2 ' 


NaCl, 100 mM 


3 


Durapore, 0,65 \im 


NaCl. 10 mM 


2,7 


Durapore, 0,65 ^im 


NaCl, 50 mM 


2,85 


Durapore, 0,65 um 


NaCl, 100 mM 


2,7 



Beispiei 23 



Elution der immobilisierten Gesamt-RNA unter verschiedenen 
Salz- und Puf f erbedingungen 
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Entsprechend Beispiel 1 werden Plastiks^ulen mit hydrophoben 
Membranen hergestellt. 

100 pi einer Gesamt-RNA enthaltenden waBrigen Losung werden 
mit 350 \il eines Guanidinium-Isothiocyanat enthaltenden 
Lysepuffers (Konzentration 4 M) vermischt . AnschiieBend werden 
250 ul Ethanol zugegeben und gemischt. Dieses Gemisch wird 
dann auf die Saule aufgetragen und entsprechend Beispiel 4 
durch die Membran gefUhrt und gewaschen. 

Zur Elution werden 70 pi einer NaCl-haltigen Losung, eines 
Tris/HCl-Puffers (pH 7) oder einer Natrium-Oxalat Losung (pH 
1,2) auf die Membran pipettiert, um die gereinigte RNA von der 
nlmbran zu losen. Nach einer Inkubation von 1 - 2 Minuten bei 
einer Temperatur im Bereich von 10 - 30 °C wird das Eluat 
mittels einer Pipette von oben von der Membran abpipettiert . 
Der Elutionsschritt wird einmal wiederholt, um eine 
vollstandige Elution zu erreichen. Es werden 
Doppelbestimmungen durchgefiihrt und jeweils der Mittelwert 
angegeben. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 15 zusammengef aBt . 

Tabelle 15: RNA-Ausbeute aus wSBriger L5sung mit NaCl, 
Tris/HCl bzw. Na-Oxalat im Elutionspuffer 



NaCl bzw. Tris im Elutionspuffer 



Ausbeute an Gesamt-RNA (iig) 



NaCl, 1 mM 



1,35 
1,2 



Hydrolon, 1,2 }xm 



Hydrolon, 1,2 |Lim 



Durapore, 0,65 fim 



Durapore, 0,65 \im 



Durapore, 0,65 



Hydrolon, 1,2 \xxr\ 



Hydrolon, 1,2 um 



Durapore, 0,65 um 



Durapore, 0,65 ^m 



NaCl, 50 mM 



NaCl, 250 mM 



0,45 



NaCl, 1 mM 



0,9 



NaCl, 50 mM 



NaCl, 500 mM 



Tris/HCl 1 mM 



Tris/HCl, 10 mM 



Tris,/HCl I mM 



Tris/HCl, 50 mM 



0,35 



0,15 



0,35 



0,75 



1,5 



1 



Durapore, 0,65 ^im 



Tris/HCl, 250 mM 



0,1 
0,45 



Hydrolon, 1,2 ^im 



Hydrolon, 1,2 um 



Na-6xalat, 1 mM 



Na-OxalaL 10 mM 



0,65 
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Hydrolon, 1,2 ^im 
Durapore, 0,65 |im 


Na-Oxaiat. 50 mM 
Na-Oxalat. I mM 


0,3 
2 


Durapore, 0,65 i^m 


Na-Oxalat, 10 mM 


1.55 


Durapore, 0,65 


Na-Oxalat. 50 mM 


0.15 



Beispiel 24 

Elution der immobilisierten RNA bei verschiedenen Temperaturen 

Entsprechend Beispiel 1 werden Plastiksaulen mit einer 
hydrophoben Membran (beispielsweise Hydrolon, 3 ym der Fa. 
Pall) hergestellt. 

Zur Isolierung werden 5x10^ HeLa-Zellen eingesetzt. Die 
folgenden Isolierungsschritte werden wie in Beispiel 3 
beschrieben durchgef uhrt . 

Zur Elution werden 70 ul RNase-freies Wasser unterschiedlicher 
Temperatur auf die Membran pipettiert, um die gereinigte RNA 
von der Membran zu losen. Nach einer Inkubation von 1 - 2 
Minuten bei der entsprechenden Elutionstemperatur wird das 
Eluat inittels einer Pipette von oben von der Membran 
abpipettiert. Der Elutionsschritt wird einmal wiederholt, um 
eine vollstandige Elution zu erreichen. 

Es werden Dreif achbestimmungen durchgefuhrt und jeweils der 
Mittelwert angegeben. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 16 zusamraengef a(it . 



Tabelle 16; RNA-Ausbeute 

Elutionstemperaturen 



bei 



verschiedenen 



Membran 


Elutionstemperatur 


Ausbeute an Gesamt-RNA (ug) 


Hydrolon, 3 ^m 


eiskah 


2.2 


Hydrolon, 3 um 


40 °C 


3,2 


Hydrolon, 3 ^m 


50 °C 


3,9 


Hydrolon, 3 


60 '^C 


3.7 



wo 00/24927 



77 



PCT/EP99/02664 



1 Hydrolon, 3 


70 °C 


3,7 1 


1 Hydrolon, 3 


80 T 


2.9 1 



Beispiel 25 

Elution der immobilisierten RNA mittels Zentrifugation 

Entsprechend dem Beispiel 1 werden Plastiksaulen mit einer 
hydrophoben Membran (beispielsweise Hydrolon 1,2 m der Fa. 
Pall) hergestellt. 

100 ul einer Gesamt-RNA enthaltenden wSIirigen LOsung werden 
mit 350 ul eines kommerziell erhaltlichen Guanidinium- 
Isothiocyanat enthaltenden Lysepuffers - z.B. RLT-Puffer der 
Fa. QIAGEN - vermischt. Anschlieliend werden 250 \il Ethanol 
zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Dieses 
Gemisch wird dann auf die saule aufgetragen und durch 
zentrifugation (10000 x g; 1 Minute) durch die Membran 
gefUhrt. Die Membranen werden anschlieliend zweimal mit einem 
Puffer - z.B. RPE der Fa. QIAGEN - gewaschen. Der Puffer wird 
jeweils durch Zentrifugation durch die Membranen gefuhrt. Der 
letzte Waschschritt wird bei 20000 x g durchgefuhrt , urn die 
Membranen zu troclcnen. 

Zur Elution werden 70 pi RNase-freies Wasser auf die Membran 
pipettiert, urn die RNA von der Membarn abzulosen. Nach einer 
Inkubation von 1 Minute bei einer Temperatur im Bereich von 10 
- 30 "C wird das Eluat mittels einer Zentrifugation (10000 x 
g, 1 Minute) durch die Membran gefahrt. Der Elutionsschritt 
wird zum Zweck der vollstandigen Elution noch einmal 
wiederholt und die Eluate vereint. Es werden fUnf 
Parallelversuche durchgefuhrt und der Mittelwert errechnet. 
Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird anschlieliend durch 
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer 
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Welleniange von 260 nm ermittelt und betragt im Durchschnitt 
6,4 pg. Das Verhaitnis der Absorption bei 260 nm zu derjenigen 
bei 280 nm betrSgt 1,94. 



Beispiel 26 

Einsatz von Gesamt-RNA in einer "Real Time" Quantitativen RT- 
PCR unter Verwendung des ' 5 • -Nuklease PCR-Assays zur 
Amplifikation und Detektion von 6-Aktin mRNA 

Entsprechend dem Beispiel 3 werden Plastiksaulen mit einer 
kommerziell erhaitlichen Membran (Fa. Pall: Hydrolon mit einer 
Porengrolie von 3 ]im) hergestellt. 

Zur Isolierung von RNA werden 1 x 10^ HeLa-Zellen eingesetzt 
und die Aufreinigung der Gesamt-RNA wird wie in Beispiel 1 
beschrieben durchgefuhrt . Die Elution erfolgt mit 2 x 70 pi H2O 
wie in Beispiel 1 beschrieben- Zur voilstandigen Entfernung 
restlicher geringer Mengen an DNA wird die Probe mit einer 
DNase vor der Analyse behandelt. 

Es wird eine "Ein-GefaiJ 'Real Time' Quantitative RT-PCR" unter 
verwendung des kommerziell erhaitlichen Reagenzsystems von 
Perkin-Elmer (TaqMan™ PGR Reagent Kit) unter Einsatz einer M- 
MLV Reversen Transkriptase durchgefuhrt. Durch den Einsatz 
spezifischer Primer und einer spezifischen TaqMan-Sonde fur B- 
Aktin (TaqMan™ B-Actin Detection Kit der Fa. Perkin Elmer) 
werden die B-Aktin mRNA-MolekUle in der Gesamt-RNA Probe 
zunachst in li-Aktin cDNA umgeschrieben und anschlieliend direkt 
ohne Unterbrechung der Gesamtreaktion in dem gleichen 
Reaktionsgefaii amplifiziert und detektiert. Die 
Reaktionsansatze werden entsprechend den Anweisungen des 
Herstellers hergestellt. Es werden drei verschiedene Mengen an 
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isolierter Gesamt-RNA verwendet (1, 2, 4 pi Eluat) und eine 
dreifache Bestimmung durchgef uhrt . Als Kontrolle werden drei 
Ansatze ohne RNA mitgefuhrt. 

Die cDNA Synthese findet ftir 1 Stunde bei 37 "C statt, direkt 
gefolgt von einer PCR, die 40 Zyklen umfalit. Die Reaktionen 
und die Analysen werden auf einem ABI PRISM™ 7700 Sequence 
Detector der Fa. Perkin Elmer Applied Biosystems durchgef uhrt . 
Jedes wahrend eines PCR-Zyklus entstehende Amplikon erzeugt 
ein lichtemitierendes Molekul, das durch Abspaltung von der 
TaqMan-Sonde entsteht. Damit ist das insgesamt entstehende 
Lichtsignal direkt proportional zur entstehenden Amplikonmenge 
und damit zur ursprunglich in der Gesamt-RNA Probe vorhandenen 
Transkriptmenge. Das emitierte Licht wird von dem Gerat 
geraessen und durch ein Computerprograram ausgewertet. Der PCR- 
Zyklus, bei dem das Lichtsignal das erste Mai sicher oberhalb 
des Hintergrundrauschens detektiert wird, wird als "Threshold 
Cycle" (ct) bezeichnet. Dieser Wert ist ein Mali fUr die in der 
Probe vorhandene Menge an der spezifisch amplif izierter RNA. 
Fur die eingesetzte Menge von 1 \xl an mit dem hier 
beschriebenen Verfahren isolierter Gesamt-RNA ergibt sich ein 
durchschnittlicher ct-Wert von 17,1, far 2 pi an Gesamt-RNA 
ein ct-Wert von 16,4 und fur 4 pi an Gesamt-RNA ein ct-Wert 
von 15,3. Hieraus ergibt sich ein linearer Zusammenhang von 
eingesetzter Gesamt-RNA und dem ct-Wert. Dies zeigt, dali die 
Gesamt-RNA frei von Substanzen ist, die die 
Amplif ikationsreaktion heramen konnten. Die Kontrollansatze, 
die keine RNA enthalten, erzeugen keine Signale. 



Beispiel 27 
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Einsatz von Gesamt-RNA in einer RT-PCR zur Amplif ikation und 
Detektion von li-Aktin mRNA 

Entsprechend dem Beispiel 1 werden Plastiksaulen mit 
kommerziell erhaltlichen Membranen (Fa. Pall, .Hydrolon der 
PorengrSBe 1,2 bzw. 3 urn; Fa. Sartorius, Sartolon der 
PorengrSlie 0,45 pm) hergestellt. 

Zur isolierung von RNA werden zwei verschiedene 
Ausgangsmaterialien eingesetzt: 1) Gesamt-RNA aus Leber (Maus) 
in waliriger Losung, Aufreinigung und Elution erfolgt wie in 
Beispiel 4 beschrieben und 2) 5 x. IG^ HeLa-Zellen, die 
Aufreinigung der Gesamt-RNA sowie die Elution wird wie in 
Beispiel 3 beschrieben durchgef uhrt . 

Es werden jeweils 20 ng der isolierten Gesamt-RNA eingesetzt. 
Als Kontrolle wird RNA, die mittels des RNeasy-Kits (Fa. 
QIAGEN) aufgereinigt wurde, und ein Ansatz ohne RNA 
mitgefuhrt . 

Es wird eine RT-PCR unter Standardbedingungen mit diesen 
Proben durchgef uhrt . Fur die Amplif ikation werden zwei 
verschiedene Primerpaare fur die p-Aktin-mRNA verwendet. Ein 
150 Bp groBes Fragment dient als Nachweis der Sensitivitat, 
ein 1,7 kBp grolies Fragment dient der Integritat der RNA. Aus 
der RT-Reaktion wird 1 jil entnommen und in der anschliefienden 
PGR eingesetzt. Es werden fur das kleine Fragment 25 Zyklen, 
fur das groBe Fragment 27 Zyklen durchgef uhrt . Die 
Anlagerungstemperatur betragt 55 "C. Die Amplif ikate werden 
anschlieBend auf einem nicht denaturierenden Gel aufgetragen 
und analysiert (Fig. 8). 

Fur die eingesetzte Menge von 20 ng an mit dem hier 
beschriebenen Verfahren isolierter Gesamt-RNA lassen sich in 
der RT-PCR die entsprechenden DNA-Fragmente nachweisen. Bel 
Verwendung von Gesamt-RNA aus Maus Leber laBt sich kein 
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Transkript nachweisen, da die hier verwendeten Bedingungen an 
humane p-Aktin-mRNA angepalit sind. Die Kontrollansatze, die 
keine RNA enthalten, erzeugen keine Signale. 

Fig. 8 zeigt Ethidiumbromid-gefarbte Agarose-Gele einer 
elektrophoretischen Auftrennung der RT-PCR-Reaktionsprodukte. 
A: Spur 1 bis 8: RT-PCR eines 15C Bp-Fragmentes; 
Spur 1, 2: RNA aus Mausleber in waiiriger Losung mit der 
Membran Hydrolon 1,2 um aufgereinigt; 

spur 3, 4: RNA aus HeLa-Zellen mit der Membran Sartolon 
aufgereinigt; 

Spur 5, 6: RNA aus HeLa-Zellen mit der Membran Hydrolon 3 um 
aufgereinigt; 

Spur 7: RNA aufgereinigt mittels RNeasy-Mini-Kit; 
Spur 8: Kontrolle ohne RNA. 

B: Spur 1 bis 8: RT-PCR eines 1,7 kBp-Fragmentes; 

Spur 1, 2: RNA aus Mausleber in waliriger Losung mit der 

Membran Hydrolon 1,2 aufgereinigt; 

Spur 3, 4: RNA aus HeLa-Zellen mit der Membran Sartolon 
aufgereinigt; 

Spur 5, 6: RNA aus HeLa-Zellen mit der Membran Hydrolon 3 
aufgereinigt; 

Spur 7: RNA aufgereinigt mittels RNeasy-Mini-Kit; 
Spur 8: Kontrolle ohne RNA. 



Beispiel 28 

Einsatz von Gesamt-RNA in einer NASBA-Reaktion (nucleic acid 
sequence based amplification) zur Amplif ikation und Detektion 
von li-Aktin mRNA 
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Entsprechend dem Beispiei 1 werden Plastiksaulen mit einer 
kommerziell erhaitiichen Membran (Fa. Pall, Hydrolon der 
PorengrSfie 1,2 bzw. 3 v«n; Fa. Sartorius, Sartolon der 
PorengrOlie 0,45 yim) hergestellt. 

Zur isolierung von . RNA werden zwei verschiedene 
Ausgangsmaterialien eingesetzt: 1) Gesamt-RNA aus Leber (Maus) 
in waliriger LSsung, Aufreinigung und Elation erfolgt wie in 
Beispiei 4 beschrieben und 2) 5 x 10^ HeLa-Zellen, die 
Aufreinigung der Gesamt-RNA sowie die Elution wird wie m 
Beispiei 3 beschrieben durchgeftthrt . 

Es wird eine NASBA-Reaktion unter Standardbedingungen 
durchgefuhrt (Fahy, E. et al., 1991. PGR Methods Amplic. 1, 2 5 
- 33) . Fur die Amplif ikation werden p-Aktin spezif ische Primer 
eingesetzt . 

ES werden jeweils 20 ng der isolierten Gesamt-RNA eingesetzt. 
Als Kontrolle wird RNA, die mittels des RNeasy-Kits (Fa. 
QIAGEN) aufgereinigt wurde, und ein Ansatz ohne RNA 
mitgefuhrt. Es wird zunachst fur 5 Minuten bei 65 "C und fur 5 
Minuten bei 41 °C inkubiert. Im Anschlu--. an diesen Schritt 
wird ein Enzymgemisch bestehend aus RNaseH, T7-Polymerase und 
AMVV-RT zugegeben und 90 Minuten bei 41 inkubiert. Die 

Amplifikate werden anschlieliend auf ein nicht denaturierendes 
Gel aufgetragen und analysiert. 

Fur die eingesetzte Menge von 20 ng an mit den hier 
beschriebenen Verfahren isolierter Gesamt-RNA laftt sich ein 
spezifisches Transkript nachweisen (Fig- 9) . 

Fig. 9 zeigt ein Ethidiumbroraid-gef arbtes Agarose-Gei einer 
elektrophoretischen Auftrennung der NASBA-Reaktionen . 
Spur 1 bis 8: NASBA-Reaktionen; 

Spur 1, 2: RNA aus Mausleber in waftriger Losung mit der 
Membran Hydrolon 1,2 pm aufgereinigt; 
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spur 3, 4: RNA aus HeLa-Zeilen mic der Membran Sartolon 
aufgereinigt; 

Spur 5, 6: RNA aus HeLa-Zeilen mit der Membran Hydrolon 3 pm 
aufgereinigt; Spur 7: RNA aufgereinigt mittels RNeasy-Mini- 



Kit; 

Spur 8: Kontrolle ohne RNA. 



Beispiel 29 

NASBA-Reaktion zur Amplif ikation und Detektion von p-Aktin mRNA 
auf hydrophoben Membranen 

Entsprechend dem Beispiel 1 warden PlastiksSulen mit 
kommerziell erhaltlichen Membranen (Fa. Pali, Hydrolon der 
Porengrolie 3 pm, Supor-450 PR der Porengrolie 0,45 pm; Fa. 
Millipore, Fluoropore der Porengr5Be 3 pm) hergestellt. 
Zur isolierung von RNA werden unterschiedliche Mengen an HeLa- 
Zellen eingesetzt, die Aufreinigung der Gesamt-RNA wird wie in 
Beispiel 3 beschrieben durchgefuhrt . Die Elution wird durch 
Zugabe von 20 pi NASBA Reaktionspuf fer durchgef Uhrt . Die 
NASBA-Reaktion wird anschlieliend auf der Membran durchgefuhrt. 
Die Reaktion findet unter Standardbedingungen statt (Fahy, E. 
et al., 1-991- PCR Methods Amplic. 1, 25 - 33). Fur die 
Amplifikation werden p-Aktin spezifische Primer eingesetzt. 
Das Reaktionsgefaii wird zunachst fur 5 Minuten bei 41 °C in 
einem Wasserbad inkubiert. Im Anschluli an diesen Schritt wird 
ein Enzymgemisch bestehend aus RNaseH, T7-Polymerase und AMVV- 
RT zugegeben und 90 Minuten bei 41 °C inkubiert. Die 
Amplifikate werden anschlieliend auf ein nicht denaturierendes 
Gel aufgetragen und analysiert. 
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Fur. die eingesetzte Menge an RNA, isoliert aus 5 x 10' bis 3 x 
10^ HeLa-Zellen, an mit den hier' beschriebenen Verfahren 
isolierter Gesamt-RNA lalit sich ein spezifisches Transkript 
nachweisen (Fig. 10) . 

Fig. 10 zeigt eia Ethidiumbromid-gefarbtes Agarose-Gel einer 

elektrophoretischen Auftrennung der NASBA-Reaktionen. 

A: spur 1 bis 4: RNA aus HeLa-Zellen rait der Membran Hydrolon 

3 ]im aufgereinigt; 

Spur 1: 2,5 X 10^ Zellen; 

Spur 2: 1,25 x 10= Zellen; 

Spur 3: 6 X 10^• 

Spur 4: 3 X lO" Zellen. 

B: Spur 1 bis 3: RNA aus HeLa-Zellen aufgereinigt; 

Spur 1: RNA aus 2,5 x 10^ HeLa-Zellen mit der Membran Hydrolon 

3 \im aufgereinigt; 

spur 2: RNA aus 5 x 10^ HeLa-Zellen mit der Membran Supor-450 
PR aufgereinigt; 

spur 3: RNA aus 5 x 10^ HeLa-Zellen mit der Membran Fluoropore 
3 pm aufgereinigt. 



Beispiel 30 

Restriktion von Plasmid-DNA mit dem Emzym Aval auf einer 
hydrophoben Membran 

Entsorechend dem Beispiel 1 werden Plastiksaulen mit 
hydrophoben Membranen (beispielsweise Supor-200 PR der Fa. 
Pall) hergestellt. 

100 ul einer Plasmid enthaltenden walirigen Losung (pCMV-i der 
Fa. Clontech) werden mit 350 pi eines Guanidinium- 
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isothiocyanat enthaltenden Lysepuffers (4 M GITC, 0,1 M MgSO., 
25 mM Natrium-Acetat, pH 4) vermischt. Anschiieliend werden 250 
m isopropanol zugegeben . und durch Auf- and Abpipettieren 
gemischt. Dieses Gemisch wird dann auf die Saule aufgetragen 
und entsprechend Beispiel 4 durch die Membran gefuhrt, 
gewaschen und getrocknet. 

100 Hi eines 1 x Puffers fur das Restriktionsenzym Aval werden 
die Membran gegeben und 

1) abgenommen, in ein neues Reaktionsgef a(i Uberfuhrt und 
anschlieliend ein Restriktionsenzym {beispielsweise Aval der 
Fa. Promega) hinzugefugt; 

2) ein Restriktionsenzym (beispielsweise Aval der Fa. Promega) 
zum Eluat in der Saule hinzugefugt. 

Die Reaktionen werden eine Stunde bei 37 "C inkubiert und 
anschlieliend auf ein nicht denaturierendes Gel aufgetragen und 
analysiert (Fig. ID- 

Fig 11 zeigt ein Ethidiumbromid-gefarbtes Agarose-Gel einer 
elektrophoretischen Auftrennung des Plasmides pCMVp nach 

Restriktion mit Aval. 

Spur 1: ungeschnittenes Piasmid; 

Spur 2, 3: Elution mit dem Reaktionspuf f er far Aval, 
Restriktion in neuem GefSli; 

Spur 4, 5: -Restriktion mit Aval auf der Membran. 



Beispiel 31 

Druckfiltration zur Isopropanolf allung von DNA 

Die isolierung von Piasmid DNA wird nach Standardprotokollen 
bis einschlieElich des Elutionsschritts uber 

Anionenaustauscherchromatographie durchgef uhrt . Die DNA wird 
in einem Hochsalzpuf f er von der Saule eluiert. 
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Anschliefiend werden zu dieser DNA-Losung 0.7 Volumen 
isopropanol zugegeben, der Ansatz gemischt und 1-5 Minuten hex 
Raumtemperatur inkubiert . Als Filtrationsvorrichtung wird exn 
0 45 ,m Celluloseacetat-Filter mit Scm^ Oberflache in einer 
pntrationskartusche (Standardvorrichtung 
Sterilfiltration, z.B. Minisart von Sartorius) verwendet 
Dieser Filter wird auf eine Spritze gesteckt, bei der zunachst 
der Kolben entfemt wurde. 

Das DNA-Isopropanolgemisch wird nun in die Spritze gefullt und 
mit Hilfe des Kolbens durch den Filter gedruckt . Die DNA 
bleibt in dieser Prazipitat-Form zu einetn hohen Prozentsatz 
auf dem Filter liegen (kann nicht durch die Poren treten) . 
Nun wird der Kolben wieder aus der Spritze entfemt, wxeder 
eingefugt und Luft durch den Filter gedruckt. 

Dieser Schritt wird 1-2 mal wiederholt und dient zur Trocknung 
der Membran. 

AnschlieEend wird mit einera entsprechenden Volumen exnes 
Niedrigsalzpuffers eluiert, indem der Puffer in den 
Spritzenkorper gefullt und mit Hilfe des Kolbens durch den 
Filter gedruckt wird. Zur Erhohung der Ausbeute wird d.eses 
erste Eluat erneut in den Spritzenkorper gefullt und mit Hrlfe 
des Kolbens durch den Filter gedruckt. 

Die erhaltenen Ausbeuten bewegen sich bex dxeser 
versuchsanordnung typischerweise im Bereich 80% bis 90% (sxehe 
Beispiel 34) . 

Beispiel 32 

Vakuumfiltration zur Isopropanolf Sllung von DNA 

Wie bei der Druckf iltration wird hier zunachst Plasmid-DNA 
isoliert und mit 0,7 Vol Isopropanol versetzt . Als 
Filtrationsvorrichtung wird hier eine zur Vakuumf iltratxon 
konstruierte Apparatur verwendet. in die ein 0,45 
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Celluloseacetatfilter mit einer Oberflache von 5 cm 
eingespannt ist . Es konnen auch 0.45 /xm Cellulosenitratf ilter 
Oder mehrere Lagen 0.65 i^m Celluloseacetat oder 
Cellulosenitratf ilter verwendet werden. 

Das Isopropanol-DNA Gemisch wird 1-5 Minuten inkubiert und 
dann auf die Filtrationsvorrichtung gegeben. Durch Anlegen des 
Vakuums wird die Losung durch den Filter gesaugt . Die DNA- 
Prazipitate auf dem Filter werden mit einem entsprechenden 
Volumen 70%igem Ethanol versetzt und durch erneutes Anlegen 
des vakuums gewaschen. Die Elution der DNA vom Filter erfolgt 
durch Aufbringen eines Niedrigsalzpuf f ers, eine kurze 
inkubation und erneutes Anlegen von Vakuum. Die Ausbeute kann 
entweder durch erneute Elution vom Filter mit einem zweiten 
volumen Niedrigsalzpuf fer oder durch erneute Elution mit dem 
Eluat aus dem ersten Elutionsschritt erfolgen. 

Auch hier werden typischerweise Ausbeuten in der Gr6Benordnung 
von 80% bis 90% der eingesetzten DNA. 



Als Methode wird die in Beispiel 32 angegebene 

Vakuumsfiltration benutzt . Als Filtrationsgef afi dient das 

Vakuumfiltrationsgerat Sartorius 16315. Als Plasmid DNA wird 

pCMVp verwendet, welches aus DH5a isoliert worden war. 

Jewells 15 ml QF-Puffer (Hochsalzpuf f er) werden mit 500 ixg 
Plasmid versetzt und gemsciht . 10 , 5 ml Isopropanol werden 
zugegeben und es wird erneut gemischt. Dann wird fur 5 Minuten 
inkubiert. Die so prazipitierte Plasmid-DNA wird auf den 
jeweils in die Filtrationsapparatur eingespannte Membran 
gegeben. Nun wird Vakuum angelegt und filtriert. Die Membranen 
werden mit 5 ml 70%igem Ethanol gewaschen (erneutes Anlegen 
von Vakuum). Sodann wird jeweils 1 ml TE-Puffer auf die 
Membranen pipettiert. 5 Minuten inkubiert und die DNA durch 
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Anlegen von Vakuum eluiert. AnschlieSend erfolgt eine 
Nachelution mit 1 ml TE-Puffer. DNA-Gesamtmengen warden 
jeweils im Durchbruch, in der Waschf raktion und im vereinigten 
Eluat gemessen (OD260) . Folgende Ergebnisse werden erhalten: 

Durchbruch Waschfraktion Eluat Laufverhalten 

0 Mg DNA 1 31 M9 DNA sehr langsam 



Membran 
PVDF 0,2 \irr\ 



Anzahl 
1 



0 DNA 



Celiuloseacetat 3 
0.65 pm 



0 pg DNA 



0 |jg DNA 



469 pg DNA schnell 



Celluosenitrat 2 
0,65 pm 



0 pg DNA 



0 pg DNA 



418 pg DNA schnell 



Berechnet auf die 500 ixg DNA-Ausgangsmenge ergeben 
diesem Versuch folgende Ausbeuten: 

PVDF 0.2 pm. 26% 

Celiuloseacetat 94% 
0.65 pm 

Cellulosenitral 84% 
0.65 pm 



Beifipiftl 34 

Als Methode wird die in Beispiel 31 angegebene Druckf iltration 
benutzt. Als Filtrationsvorrichtung wird ein kauflicher 0,45 
;xm Celluloseacetatfilter (Minisart, Sartorius) verwendet. Als 
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Plasmid WA wird pCMVP verwend.t, welcMs aus DHBa isoliert 

worden war. • *. n nn 900 

Jewells 15 .1 QF-Puffer IHochsalzpuf fer, werden m.t 10 200 
300, usw. bis 900 ,g Plasmld versetzt und geexscht. lO.S ml 

PlasSd-DMA wird in eine Spritze .berfuhrt, an der vorher der 
Pitrr befestigt worden ist. Nun erfolgt Druc.f illation ..t 
IZ:L sprite, oer PiUe. «i.d mi. . ml .OUge. .hano 

V, « 2x wie beschrieben getrocknet . Die Elution 

gewaschen und 2x wie ni„af einmal 

mit 2 ml TE-Puffer. Es wird mxt dem Eluat einmai 
rcXr ;».-Oesam»engen werden .eweils im ve.inig.en 
Eluat gemessen (OD260) . Folgende Ergebnisse werden erhalten. 



Eingesetzte DNA-Menge Elulerte DNA-Menge 
100 ug ^^^^^ 



200 pg 

300 P9 

400 MQ 
500 ijg 



176 MQ 
257 pg 

361 vjg 
466 pg 

579 pg 



671 pg 



600 pg 
700 pg 

800 pg 705 pg 

900 pg 866 pg 



%-Ausbeute 
100% 

88% 

86% 

90% 
93% 

97% 

96% 

88% 

96% 
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Reii=^piff1 35 

Als Methods wird die in Beispiel 32 angegebene 
Vakuumfiltration benutzt. Als Fitrationsvorrichtung dient em 
kauf licher 0.45 ixm Celluloseacetatfilter (Minisart, 
Sartorius), der auf eine Filtrationskamtner (QIAvac) gesteckt 
wird Als Pufferreservoir wird ein Spritzenkorper am anderen 
Ende des Filters angebracht . Als Plasmid DNA wird pCMVP 
verwendet, welches aus DH5a isoliert worden ist. 15 ml QF- 
Puffer (Hochsalzpuffer) werden mit 500 US Plasmid versetzt und 
gemischt. 10,5 ml Isopropanol werden. zugegeben und erneut 
gemischt. Anschliefiend erfolgt Inkubation fur 5 Minuten. Dxe 
so prazipitierte Plasmid-DNA wird in den Spritzenkorper der 
Filtrationsapparatur gegeben. Nun wird Vakuum angelegt und 
filtriert. Der Filter wird nicht mit 70%igem Ethanol 
gewaschen. Vielmehr erfolgt unmittelbare Elution mit 2 ml 
Puffer EB (QIAGEN) . Mit dem Eluat wird einmal nacheluiert . Die 
DNA-Gesamtmenge im vereinigten Eluat wird gemessen {OD260) . 
Folgendes Ergebnis wird erhalten: 



versuchsnummer EluierteDNA % Ausbeute 

1 434 pg 87% 



437 |jg 87% 



wo 00/24927 PCT/EP99/02664 



Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren mit den folgenden 
Schritten: 

-Beschicken einer Membran mit zumindest einer 
Nukleinsaurenprobe ; 

-Immobilisieren der Nukleinsauren an der Membran; 

-Ablosen der immobilisierten Nukleinsauren von der Membran; und 

-Abnehmen der abgelosten Nukleinsauren durch die Membran 
hindurch, wobei die Membran Nylon, Polysulfon, Polyethersulf on, 
Polycarbonat, Polyacrylat, Acrylatcopolymer , Polyurethan, 
Polyamid, Polyvinylchlorid, Polyf luorocarbonat , 

Polytetrafluorethylen, Polyvinylidendif luorid. 

Polyethylentet rafluorethylen- Copolymer isat, Polybenz imidazole, 
Polyethylenchlorotrif luorethylen-Copolymerisat , Polyimide , 

Polyphenylensulfid, Cellulose, Cellulose-Mischester, 

Cellulosenitrat , Celluloseacetat , Polyacrylnitrile , 

Polyacrylnitril-Copolymere, Nitrocellulose, Polypropylen 
und/oder Polyester enthalt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daS das 
Beschicken von oben und das Abnehmen nach unten erfolgt. 

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 Oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Membran in einem Behalter mit einer 
Zufuhrung und einer Abfuhrung angeordnet ist und die Membran 
den gesamten Querschnitt des' Behalters ausf ullt . 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Membran beschichtet ist. 
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5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daS die 
Merabran durch die Beschichtung hydrophob gemacht ist. 

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daS die 
Membran durch die Beschichtung hydrophil gemacht ist. 

7. verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Membran weniger als 1 mm dick ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
Membran weniger als 0,5 mm, besonders bevorzugt weniger als 0,2 
mm dick ist. 

9 . Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren mit den f olgenden 
Schritten: 

-Beschicken einer Oberflache mit zumindest einer 
Niikleinsaurenprobe ; 

-Immobilisieren der Nukleinsauren auf der Oberflache; und 

-Ablosen der immobilisierten Nukleinsauren von der Oberflache 
mit einem Elutionsmittel, 

dadurch gekennzeichnet. daS die Ablosung bei einer Temperatur T 
durchgefiihrt wird, wobei die Ungleichung 10»C >= T >= 
Ts, EM -gilt und Ts,EM-die Gef riertemperatur des Elutionsmittels 
ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet. daS die 
Ablosung bei der Temperatur T durchgefuhrt wird. wobei gilt, 
daS 10°C>= T >= 50c. 
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11. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , daS die 
Ablosung bei der Temperatur T durchgefiihrt wird, wobei gilt, 
daS 10°C>= T >= 0°C. 

12. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daS die 
Ablosung bei der Temperatur T durchgefiihrt wird, wobei gilt. 
daS 10<»C>= T >= -BOC. 

13. verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Ablosung bei der Temperatur T 
durchgefiihrt wird, wobei gilt, daS 5°C>= T >= Ts,eM- 

14. Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren mit den 
folgenden Schritten: 

-Einstellen einer Nukleinsaurenprobe auf Bindebedingungen, die 
eine Immobilisierung von in der Probe enthaltenen Nukleinsauren 
an eine Oberflache erlaubt; 

-Beschicken der Oberflache mit der Nukleinsaurenprobe; und 

-Imraobilisieren der Nukleinsauren auf der Oberflache, 

dadurch gekennzeichnet, dafi vor und/oder nach dem Einstellen 
der Bindebedingungen eine Vorreinigung erfolgt. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Vorreinigung durch Aussalzen erfolgt. 

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, 
daS die Vorreinigung durch Filtrieren, Zentrifugation, 
enzymatische Behandlung, Temperatureinwirkung, Fallung, 
Extraktion, Homogenisieren, mechanisches Zerkleinern und/oder 
Binden von Kontaminanten an Oberflachen erfolgt. 
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17. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet , dafi die Bindebedingungen eine Immobilisierung 
von RNA ermoglichen. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet , daS die Bindebedingungen eine Immobilisierung 
von DNA ermoglichen. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 18, dadurch 
gekennzeichnet, daS es die weiteren Schritte aufweist: 

-Ablosen der immobilisierten Nukleinsauren von der OberflSche; 
und 

-Abnehmen der abgelosten Nukleinsauren von der Oberflache. 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13 und 19, dadurch 
gekennzeichnet, daS nach dem Abloseschritt zumindest einmal 
folgender Schritt durchgefiihrt wird: 

-Durchfiihren zumindest einer chemischen Reaktion an den 
Nukleinsauren . 

21. Verfahren zur Durchfiihrung einer Nukleinsaure- 
Amplifikationsreaktion mit den folgenden Schritten: 

-Beschicken einer Oberflache mit zumindest einer 
Nukleinsaurenprobe ; 

-Immobilisieren der Nukleinsauren auf der Oberflache; und 

-Durchfiihren einer Amplif ikations-Reaktion mit den 
Nukleinsauren . 
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22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet . daS die 
Amplifikations-Reaktion nicht isothermal ist. 

23. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet , daS die 
Amplifikations-Reaktion isothermal ist. 

24. verfahren nach Anspruch 21 bis 23, dadurch gekennzeichnet. 
daS die Amplifikations-Reaktion eine SDA-Reaktion ("strand 
displacement amplification"), eine PGR oder eine RT-PCR ist. 

25. Verfahren nach einem der Ansprache 21 bis 24, dadurch 
gekennzeichnet, dafi vor dem Durchfuhren der Amplifikations- 
Reaktion die Nukleinsauren mit einem geeigneten Reaktionspuf fer 
von der Oberflache abgelost werden und sich das Eluat auf oder 
in der Membran befindet. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daS es 
den weiteren Schritt aufweist: 

-Abnehmen der abgelosten Amplif ikations-Reaktionsprodukte von 
der Oberflache. 

27. Verfahren nach Anspruch 21 bis 24, dadurch gekennzeichnet. 
daS die Amplifikations-Reaktion in einem Reaktionspuf fer 
durchgefuhrt wird. der nicht zu einer Ablosung der 
Nukleinsauren von der Oberflache fuhrt. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daS es 
die weiteren Schritte aufweist: 

-Ablosen der Amplif ikations-Reaktionsprodukte von der 
Oberflache; und 

-Abnehmen der abgelosten Amplif ikations-Reaktionsprodukte von 
der Oberflache. 
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29. Verfahren zur Durchfuhrung von chemischen Reaktionen an 
Nukleinsauren mit den folgenden Schritten: 

-Beschicken einer Oberflache mit zumindest einer 
Nukleinsaurenprobe ; 

-Immobilisieren der Nukleinsauren an der Oberflache; 

-Ablosen der immobilisierten Nukleinsauren von der Oberflache; 

-Durchfuhren zumindest einer chemischen Reaktion an den 
Nukleinsauren; und 

-Abnehraen der Nukleinsauren von der Oberflache ohne nochmalige 
Imraobilisienang . 

30. Verfahren zur Nukleinsaureanalyse in einem IsoliergefaS rait 
folgenden Schritten: 

-Bereitstellen eines Isoliergef asses mit einer darin 
angeordneten Metnbran; 

-Beschicken des Isoliergefasses mit zumindest einer 
Nukleinsaurenprobe ; 

-Immobilisieren der Nukleinsauren auf der Membran, 

-Hindurchfiihren der flvissigen Bestandteile der Probe durch die 
Membran; und 

-Analysieren von zumindest einer Eigenschaft der Nukleinsauren 
auf der im Isoliergef aS angeordneten Membran. 
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31. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet , daZ 
nach dem Hindurchf iihreri der flussigen Bestandteile zumindest 
eine chemische Reaktion an den Nukleinsauren durchgefuhrt wird. 

32. Verfahren nach Anspruch 30 oder 31, dadurch gekennzeichnet, 
daS die analysierte Eigenschaft eine radioaktive Markierung der 
Nukleinsauren ist. 

33. Verfahren nach Anspruch 30 oder 32, dadurch gekennzeichnet, 
daS die analysierte Eigenschaft das Bindevermogen der 
Nukleinsauren fiir Molekule ist. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, daS die 
Molekule Antikorper sind. 

35. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
Molekule Nukleinsaure-bindende Proteine sind. 

36. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, daS die 
Molekule Farbstoff molekule sind. 

37. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 36, dadurch 
gekennzeichnet, daiS das Beschicken von oben erf olgt . 

38. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, 19, 20, 25, 
26, 28 und 29, dadurch gekennzeichnet, daS zwischen dem 
Immobilisierungs- und dem Abloseschritt ein Waschen der 
immobilisierten Nukleinsauren mit zumindest einem Waschpuffer 
erf olgt . 

39. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, daS 
das Waschen fur jeden Waschpuffer folgende Schritte umfasst: 

-Aufbringen einer vorbestimraten Menge an Waschpuffer auf die 
Oberflache; \md 
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-Hindurchfiihren des Waschpuffers durch die Oberflache. 

40. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, 19, 20, 25, 
26, 28, 29 und 38 bis 39, dadurch gekennzeichnet , dafi zum 
Ablosen der Nukleinsauren eine wasserige Salz- Oder 
Pufferlosung eingesetzt wird. 

41. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, 19, 20, 25, 
26, 28, 29 und 38 bis 39, dadurch gekennzeichnet, daS zum 
Ablosen der Nukleinsauren Wasser eingesetzt wird. 

42. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Beschicken und Immobilisieren der 
Nukleinsauren folgende Schritte umfasst: 

Mischen der zumindest einen Nukleinsaurenprobe mit einem 
Inimobilisierungspuffer, 

Beschicken der zumindest einen Nukleinsaurenprobe mit dem 
Immobilisierungspuffer auf die Oberflache; und 

Hindurchfiihren der fiissigen Bestandteile durch die 
Oberflache in im wesentlichen der Richtung der Beschickung. 

43. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daS zumindest einer der Schritte durch einen 
Automaten vollautomatisch durchgefiihrt wird. 

44. Verfahren nach Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, daS 
alle Schritte des Verfahrens durch einen Automaten in 
gesteuerter Abfolge durchgefiihrt werden. 
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45. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet , daS eine Mehrzahl von Nukleinsaureisolierungen 
Oder Reaktionen gleichzeitig durchgefuhrt werden. 

46. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi zum Immobilisieren der Nukleinsauren 
wasserige Salzlosungen von Metall- und/oder Ammoniumkationen 
mit Mineralsauren eingesetzt werden. 

47. Verfahren nach Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, daS 
zum Immobilisieren der Nukleinsauren Alkali- und/oder 
Erdalkalihalogenide und/oder -sulfate und/oder -phosphate 
eingesetzt werden. 

48. Verfahren nach Anspruch 47, dadurch gekennzeichnet. daS 
zum Immobilisieren der Nukleinsauren Halogenide des Natriums, 
Lithiums xind/oder Kaliums und/oder Magnesiumsulf at eingesetzt 
werden . 

49. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 45, dadurch 
gekennzeichnet, daS zum Immobilisieren der Nukleinsauren 
wasserige Losungen von Salzen von ein- oder mehrbasigen oder 
polyfunktionellen organischen Sauren mit Alkali- oder 
Erdalkalimet alien eingesetzt werden. 

50. Verfahren nach Anspruch 49, dadurch gekennzeichnet, daS 
zum Immobilisieren der Nukleinsauren wasserige Losungen von 
Salzen des Natriums, des Kaliums oder des Magnesiums mit 
organischen Dicarbonsauren eingesetzt werden. 

51. Verfahren nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, daS 
die organische Dicarbonsaure Oxalsaure, Malonsaure und/oder 
Bernsteinsaure ist . 
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52. Verfahren nach Anspruch 49, dadurch gekennzeichnet, daE 
zum Immobilisieren der Nukleinsauren wasserige Losungen von 
Salzen des Natriums oder des Kaliums mit einer Hydroxy- oder 
Polyhydroxycarbonsaure eingesetzt werden. 

53. Verfahren nach Anspruch 52, dadurch gekennzeichnet, daS 
die Polyhydroxycarbonsaure Zitronensaure ist. 

54. Verfahren nach eineiti der Anspruche 1 bis 45, dadurch 
gekenneichnet, daS zum Immobilisieren der Nukleinsauren 
Hydroxylderivate von aliphatischen oder acyclischen gesSttigten 
Oder ungesattigten Kohlenwasserstof fen eingesetzt werden. 

55. Verfahren nach Anspruch 54, dadurch gekennzeichnet, dafi 
als Hydroxylderivate Cl-C5-Alkanole eingesetzt werden. 

56. verfahren nach Anspruch 55, dadurch gekennzeichnet, dafi 
als Cl-C5-Alkanole Methanol. Ethanol, n-Propanol, tert . -Butanol 
und/oder Pentanole eingesetzt werden. 

57. Verfahren nach Anspruch 54, dadurch gekennzeichnet, dafi 
als Hydroxy Iderivat ein Aldit eingesetzt wird. 

58. verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 45, dadurch 
gekennzeichnet, daS zum Immobilisieren der Nukleinsauren ein 
Phenol Oder Polyphenol eingesetzt wird. 

59. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daS zum Immobilisieren der Nukleinsauren 
zumindest ein chaotropes Agens eingesetzt wird. 

60. Verfahren nach Anspruch 59, dadurch gekennzeichnet, daS 
das chaotrope Agens ein Salz aus der Gruppe der 
Trichloracetate, Thiocyanate. Perchlorate, Iodide oder 
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Guanidinium-Hydrochlorid, Guanidinium-iso-thiocyanat oder 
Harnstoff ist. 

61. verfahren nach Anspruch 59 oder 60, dadurch 
gekennzeichnet, daS 0,01 molare bis 10 molare wasserige 
Losungen des zumindest einen chaotropen Agens allein oder in 
Kotnbination mit anderen Salzen zum Imtnobilisieren der 
Nukleinsauren eingesetzt werden. 

62. Verfahren nach Anspruch 61, dadurch gekennzeichnet, daB 
0,1 molare bis 7 molare wasserige Losungen des zumindest einen 
chaotropen Agens allein oder in Korabination mit anderen Salzen 
zum Immobilisieren der Nukleinsauren eingesetzt werden. 

63. Verfahren nach Anspruch 62, dadurch gekennzeichnet, dafi 
0,2 molare bis 5 molare wasserige Losungen des zumindest einen 
chaotropen Agens allein oder in Kombination mit anderen Salzen 
zum Immobilisieren der Nukleinsauren eingesetzt werden. 

64. Verfahren nach einem der Anspruche 59 bis 63, dadurch 
gekennzeichnet, daS eine wasserige Losung von 
Natriumperchlorat, Guanidinium-Hydrochlorid, Guanidinium-iso- 
thiocyanat, Natriumiodid und/oder Kaliumiodid zum 
Immobilisieren der Nukleinsauren eingesetzt wird. 

65. Verfahren nach einem der Anspruche 38 bis 64, dadurch 
gekennzeichnet, daS zum Waschen der immobilisierten 
Nukleinsauren eine Salz- oder eine Pufferlosung gemaS einem der 
Anspruche 46 bis 64 eingesetzt wird. 

66. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 65, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Oberflache eine Membran ist. 

67. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8 und 66, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Membran eine hydrophobe Membran ist. 
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SB. Verfahren nach Anspruch 67, dadurch gekermzeichnet , daS 
die hydrophobe Membran aus einem Polymer mit polaren Gruppen 
aufgebaut ist . 

69. verfahren nach Anspruch 67 Oder 68, dadurch 
gekennzeichnet. daS die Membran eine hydrophile Membran mit 
einer hydrophobisierten Oberflache ist. 

70. Verfahren nach einem der Anspruche 67 bis 69, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Membran aus Nylon, einem Polysulfon, 
Polyethersulf on. Polycarbonat , Polypropylen, Polyacrylat 
Acrylatcopolymeren, ^»olyurethan. Polyamid, Polyvinylchlorid. 
Polyf luorocarbonat, Polytetraf luoroethylen, 
Polyvinylidendifluorid, polyethylentetraf luoroethylen- 
Copolymerisat , einem Polyethylenchlorotrif luoroethylen- 
Copolymerisat , Celluloseacet at , Nitrocellulose . 
Polybenzimidazole , Polyimide , Polyacrylnitrile , 
Polyacrylnitril-Copolymere. cellulosemischester, 
Cellulosenitrat, oder Polyphenylensulf id besteht. 

71. Verfahren nach Anspruch 69 oder 70, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Membran aus einem hydrophobisierten 
Nylon besteht. 

72. Verfahren nach einem der Anspruche 69 bis 71. dadurch 
gekennzeichnet, daB die Membran mit einem 
Hydrophobisierungsmittel aus der Gruppe der Paraffine. Wachse. 
Metallseifen, ggf . mit Zusatzen an Aluminium bzw. 
Zirkoniumsalzen, quartaren organischen Verbindungen , 
Harnstof f derivate , f ettstof f modif izierten Melarainharze , 
Silicone, zinkorganischen Verbindungen und/oder mit 
Glutardialdehyd beschichtet ist. 
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73. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8 und 66, dadurch 
gekennzeichnet , daS die Membran eine hydrophile oder 
hydrophilisierte Membran ist. 

74. Verfahren nach Anspruch 73, dadurch gekennzeichnet, daS 
die Membran aus hydrophilisiertem Nylon, Polyethersulfon, 
Polycarbonat, Polyacrylat, Acrylatcopolymeren, Polyurethan, 
Polyamid, Polyvinylchlorid, Polyf luorocarbonat , 
Polytetrafluoroethylen, Polyvinylidendif luorid. 
Polyethylentetraf luoroethylen-Copolyrnerisat , einem 
Polyethylenchlorotrifluoroethylen-Copolymerisat, 
Celluloseacetat, Polypropylen, Nitrocellulose, 
Polybenzimidazole, Polyimide, Polyacrylnitrile, 
Polyacrylnitril-Copolymere, Cellulosemischester, Polyester, 
Polysulfon, Cellulosenitrat oder Polyphenylensulf id besteht. 

75. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8 und 66 bis 74, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Membran einen Porendurchmesser 
von 0,001 bis 50 Mikrometer, vorzugsweise 0,01 bis 20 
Mikrometer, besonders bevorzugt 0,05 bis 10 Mikrometer besitzt. 

76. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 27, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Oberflache ein hydrophobes Vlies ist. 

77. Verfahren zur Fallung von Nukleinsauren mit den folgenden 
Schritten 

-Bereitstellen eines Isoliergef asses rait zumindest einer darin 
angeordneten Membran; 



-Beschicken des Isoliergef asses mit einer Nukleinsauren 
enthaltenden Losung; 
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-Prazipitation der in der Losung enthaltenen Nukleinsauren mit 
Alkohol, so daS sich die Nukleinsauren an die zumindest eine 
Merabran binden, 

dadurch gekennzeichnet , daS die PorengroSe der zumindest einen 
Merabran grofier oder gleich 0,2 Mikrometer betragt . 

78. Verfahren nach Anspruch 77, dadurch gekennzeichnet, daB 
Alkohol vor dem Beschicken des Isoliergef asses mit der 
Nukleinsauren enthaltenden Losung der Nukleinsauren 
enthaltenden Losung zugegeben wird. 

79. Verfahren nach Anspruch 77, dadurch gekennzeichnet, daS 
Alkohol nach dem Beschicken des Isoliergef asses mit der 
Nukleinsauren enthaltenden Losung der Nukleinsauren 
enthaltenden Losung zugegeben wird. 

80. Verfahren nach einem der Anspruche 77 bis 79, dadurch 
gekennzeichnet, da£ die Flache der Merabran so gewahlt ist, daS 
die gesamten in der Losung enthaltenden Nukleinsauren an die 
Membran binden konnen. 

81. Verwendung von Membranen rait einer PorengroSe von groSer 
Oder gleich 0,2 Mikrometer zur Bindung von Alkohol -gefallten 
Nukleinsauren. 

82. Verwendung nach Anspruch 81, dadurch gekennzeichnet, daS 
die alkoholgefallten Nukleinsauren DNA und/oder RNA sind. 

83. Verfahren nach einem der Anspruche 77 bis 80 oder 
Verwendung nach einem der Anspruche 81 und 82, dadurch 
gekennzeichnet, daS als Alkohol vorzugsweise C1-C5 Alkanole und 
besonders bevorzugt Isopropanol verwendet wird. 
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84. Verfahren nach einem der Anspruche 77 bis 80 und 83 oder 
Verwendung nach einem der Anspruche 81 und 82, dadurch 
gekennzeichnet, daS das Volumenverhaltnis von Nukleinsaure 
enthaltender Losung zu Isopropanol 2:1 bis 1:1, vorzugsweise 
1,67:1 bis 1:1, und besonders bevorzugt 1,43:1 bis 1:1 betragt . 

85. Verfahren nach einem der Anspruche 77 bis 80, 83 und 84 
Oder Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 84, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Membran eine hydrophobe Membran ist. 

86. Verfahren oder Verwendung nach Anspruch 85, dadurch 
gekennzeichnet, daS die hydrophobe Membran aus einem Polymer 
rriit polaren Gruppen aufgebaut ist. 

87. Verfahren oder Verwendung nach Anspruch 85 oder 86, 
dadurch gekennzeichnet, daS die Membran eine hydrophile Membran 
mit einer hydrophobisierten Oberflache ist. 

88. Verfahren oder Verwendung nach einem der Ansprflche 85 bis 
87, dadurch gekennzeichnet, daS die Membran aus Nylon, einem 
Polysulfon, Polyethersulfon, Polypropylen, Polycarbonat , 
Polyacrylat, Acrylatcopolymeren, Polyurethan, Polyamid, 
Polyvinylchlorid, Polyf luorocarbonat , Polytetraf luoroethylen, 
Polyvinylidendifluorid, Polyethylentetraf luoroethylen- 
Copolymerisat, einem Polyethylenchlorotrif luoroethylen- 
Coplymerisat oder Polyphenylensulf id besteht. 

89. Verfahren oder Verwendung nach Anspruch 87 oder 88, 
dadurch gekennzeichnet, daE die Membran aus einem 
hydrophobisierten Nylon besteht. 

90. Verfahren oder Verwendung nach einem der Anspruche 87 bis 
89, dadurch gekennzeichnet, daS die Membran mit einem 
Hydrophobisierungsmittel aus der Gruppe der Paraffine, Wachse, 
Metallseifen, ggf. mit Zusatzen an Aluminium bzw. 
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Zirkoniumsalzen, quartaren organischen Verbindungen, 
Harnstoffderivate. fettstof f modif izierten Melaminharze , 

Silicone, zinkorganischen Verbindungen und/oder mit 
Glutardialdehyd beschichtet ist. 

91. Verfahren nach einem der Anspriiche 77 bis 80, 83 und 84 
Oder Verwendung nach einem der Anspriiche 81 bis 86, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Membran eine hydrophile oder 
hydrophilisierte Membran ist. 

92. Verfahren oder Verwendung nach Anspruch 91, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Membran aus hydrophilisiertem Nylon, 
Polyethersulfon, Polycarbonat , Polyacrylat, Acrylatcopolymeren, 
Polyurethan, Polyamid, Polyvinylchlorid, Polyf luorocarbonat , 
Polytetrafluoroethylen, Polyvinylidendif luorid, 
Polyethylentetraf luoroethylen-Copolymerisat , emem 
Polyethylenchlorotrifluoroethylen-Copolymerisat, 
Celluloseacetat, Cellulosenitrat oder Polyphenylensulf id 
besteht . 

93. Verfahren oder Verwendung nach Anspruch 92, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Membran aus Celluloseacetat oder 
Cellulosenitrat besteht . 

94. Verfahren oder Verwendung nach einem der Anspriiche 77 bis 
93, dadurch gekennzeichnet, daS die Membran eine PorengroSe von 
groBer als 0,45 /xm auf weist . 

95. Verfahren oder Verwendung nach Anspruch 94, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Membran eine PorengroSe von groSer als 
0,6 ^ra auf weist . 

96. Automat, dadurch gekennzeichnet, dafi er das Verfahren 
eines der Anspriiche 1 bis 80 und 83 bis 95 ausfuhren kann. 
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97. Automat nach Anspruch 96, dadurch gekennzeichnet , daS er 
rait zumindest eine Saugvorrichtung ausgestattet ist, die das 
Zugeben von Puffern und Losungen auf die Oberflache und von der 
Oberflache weg ausfiihrt oder ausfiihren kann. 

98. IsoliergefaS zur Isolierung von Nukleinsauren mit 

zumindest einem zylinderformigem Oberteil mit einer oberen 
Offnung. einer unteren Offnung und einer Membran, die an der 
unteren Offnung angeordnet ist und den gesamten Querschnitt des 
Oberteils ausfullt; 



einem 



Unterteil mit einem absorbierenden Material; und 



einem Mechanismus zur Verbindung zwischen Oberteil und 
Unterteil, 

wobei bei hergestellter Verbindung die Membran in Kontakt mit 
dem absorbierenden Material ist und bei nicht hergestellter 
Verbindung die Membran nicht in Kontakt mit dem absorbierenden 
Material ist. 

99. IsoliergefaS nach Anspruch 98, dadurch gekennzeichnet, daS 
das unterteil ein Zylinder gleichen Durchmessers wie das 
Oberteil ist. 

100. IsoliergefaS nach Anspruch 98 oder 99, dadurch 
gekennzeichnet, daS der Mechanismus ein AnschluS ist, der eine 
raumliche Trennung von Oberteil und Unterteil erlaubt. 

101. IsoliergefaS nach Anspruch 100, dadurch gekennzeichnet, 
daS der AnschluS ein BajonettanschluS ist. 



102. IsoliergefaS nach Anspruch 100, dadurch gekennzeichnet, 
daS der AnschluS ein SchraubanschluS ist. 
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103. IsoliergefaE nach Anspruch 98 oder 99, dadurch 
gekennzeichnet, daS der Mechanismus ein Schieber ist, der 
zwischen absorbierendem Material und Membran einschiebbar ist. 

104. IsoliergefaS nach Anspruch 98 oder 99, dadurch 
gekennzeichnet, daS der Mechanismus eine Sollbruchstelle 
zwischen Oberteil und Unterteil ist. 

105. IsoliergefaS nach einem der Anspruche 98 bis 104. dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Oberteil ein Rdhrchen ist, welches in 
ReaktionsgefaShalter einstellbar ist. 

106. IsoliergefaS nach einem der Anspruche 98 bis 105, dadurch 
gekennzeichnet, daS Oberteil und Unterteil ein Rohrchen bilden, 
welches in Reaktionsgef afibehalter einstellbar ist. 

107. IsoliergefaS nach einem der Anspruche 98 bis 105, dadurch 
gekennzeichnet, daS mehrere Oberteile auf einem Unterteil 
angeordnet sind. 

108. IsoliergefaS nach einem der Ansprfiche 98 bis 107, dadurch 
gekennzeichnet, daS das absorbierende Material einen Schwamm 
aufweist . 

109. IsoliergefaS nach einem der Anspruche 98 bis 108, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das absorbierende Material ein Granulat 
enthalt . 

110. Verwendung des Isoliergef asses nach einen der Anspruche 98 
bis 109 zur Analyse der Eigenschaf ten von Nukleinsauren . 

111. Verwendung des Isoliergef asses nach einen der Anspruche 98 
bis 109 zur Isolierung von Nukleinsauren. 
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112. Verwendung eines Isoliergef asses nach einem der Anspruche 
98 bis 111 als ReaktionsgefaS zur dauerhaften Immobilisierung 
von Nukleinsauren an eine Membran, die den gesamten Querschnitt 
des Isoliergef asses ausfiillt. 

113 . Isoliergef aS zur Isolierung von Nukleinsauren mit 
zumindest einem Oberteil mit einer oberen Offnung, ^ einer 
unteren Offnung und einer Membran, die an der unteren Offnung 
angeordnet ist und den gesamten Querschnitt des Oberteils 
ausfullt ; 

einem Unterteil mit einem absorbierenden Material; 

und einem das Oberteil zumindest im Bereich der Membran 
umgebenden Mantel zur Aufnahme eines Kuhlmittels. 

114. Isoliergef aS nach Anspruch 113, dadurch gekennzeichnet , 
daS der Mantel zwei Kompartimente aufweist, die voneinander 
durch eine mechnisch zerstorbare Trennwand getrennt sind und 
jedes der Kompartimente eine Losung enthalt, wobei bei Mischung 
der beiden Losungen nach Zerst6rung der Trennwand das 
Kvihlmittel entsteht. 

115. Verwendung von Celluloseacetat , nicht carboxyliertem, 
hydrophoben Polyvinyl idendifluorid, oder massivem, hydrophobem 
Polytetrafluorethylen als Material zur Anlagerung und 
Isolierung von Nukleinsauren. 

116. Verwendung nach Anspruch 115, dadurch gekennzeichnet, daS 
das Material in Membranform verwendet wird. 



117. Verwendung nach Anspruch 115, dadurch gekennzeichnet, 
das Material als Granulat verwendet wird. 
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118. yerwendung nach Anspruch 115, dadurch gekennzeichnet , dafi 
das Material in Faserfom verwendet wird. 

119. Verwendung nach Anspruch 118, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Fasern als Vlies angeordnet sind. 

120. Kit zur Nukleinsaurenisolierung mit 
-einem Immobilisierungspuf f er; 

-einem Elutionspuf f er; und 

-zumindest einem IsoliergefaS nach einem der Anspruche 98 bis 
108 Oder 113. 

121. Kit nach Anspruch 120, dadurch gekennzeichnet, daS es 
weiterhin urafasst einen Waschpuffer. 

122. Kit nach Anspruch 120 oder 121, dadurch gekennzeichnet, 
daS es weiterhin umfasst einen Lysepuffer. 

123. Kit nach einem der Anspruche 120 bis 122, dadurch 
gekennzeichnet, dafi es zur Durchfuhrung der Verfahren nach 
einem der Anspruche 1 bis 81 oder 85 bis 95 geeignet ist. 
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Anmeldedatum verdffentlicht worden let 
•L- VerfiKentlichung, die geelgnetlat, einen PrioritatBanspruoh zweifelhafter- 
soheinen zu lessen, oderduroh die daa Verttftentliohungsdatunn emer 
anderen im Recherchenberioht genannten VerOftentiiohung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
auegefQhrt) 

•O* VerOffentlichung.dieeiohauf einemOndliohe Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Auaatellung oder andere Maflnahmen bezieht 
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Anmeldung nlcht kollWiert aondern nurzum Veratflndnis de» der 
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Seite 8, Zeile 1 - Zeile 31; Anspruche; 

Abbildung 6 «■> 
Seite 16, Zeile 15 -Seite 17, Zeile 23 
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RUPPERT A ET AL; "A filtration method for 
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(■..dmationales Aktenzeiohen 
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c.,. . ..^..n... zu den Ansoriichen. die sioh a. e nicht recherchierbar en^iesen haben (Fortsetzung von PunKt 2 auf Blatt 1)| 
GemaB ArtiKel 17(2)a) wurde aus folgenden Grilnden fQr bealimmle Anaprflche kein Recharohenbericht amtellt: 
' • D StictTluf Geaenatande beziehen. za de^n Recherche die Beh6rde nicht vorpflichtel ist. nSmlich 



' D ^e^tt^auf Teile der internatk,nalen Anmeldung beziehen. die den vorgesohriebenen Anforderungen so wenig entsp^chen. 
daBerne^nn^lle Jrt«nationale Recherehe nicht durchgefuhrt warden l«nn. nSml^h 



Dwettdabeiun^abhang*^ 

• Few II Bemerkungen bei man gelnder EinheitllchKelt der Erflndung (Fortseteung von PunKt 3 airf Blatt 1) 
Die intemationale Reoherchenbeh6rde hat lealgeatellt. daB dieae inlemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthail: 



siehe Zusatzblatt 



, n Da der Anmelder alia eriorderliohen zusatzlichan RecherohengebOhjen r«,hU«tig entriohtrt hat. eratreckl aich d.eser 
USJ intsmalionaleRecherchenberiohtaufallerecherohierbarenAnapiuohe. 

3. □ r^-sssissrsa^^ 



Anspruche Nr. 



fafSt: 



BemerKungen hlnslcmUch eine, WIderspruchs Q Dis .usatzHchen GebOhran wurden vo. Anmelder unter Wlderspruch gezahlt. 

^ DieZahlungzusatzlicherRecherchengebOhren erfolgle ohne Widerepruch. 
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Verfahren zur Fallung von Nukleinsauren durch 
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